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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En México, existe gran variedad de especies de leguminosas arboreas con potencial
para incorporarlas en los sistemas de produccion (De Luna-Vega et al., 2017)
durante la época de estiaje en las regiones tropicales (Gémez et al., 2014). Una
opcion es el uso de vainas maduras, que se producen regularmente entre febrero y
mayo (Hernandez-Morales et al., 2018). Las vainas de leguminosas son fuente de
nutrientes que se pueden utilizar en la alimentacién de rumiantes para reducir el uso
de concentrados en las explotaciones pecuarias (Delgado et al., 2014). En general,
las vainas llegan a contener hasta 30% de proteina cruda (PC), de 18 a 62% de
fibra detergente neutro (FDN), y minerales como Ca, P, Mg y Cu (Hernandez-
Morales et al., 2018). Una caracteristica esencial de las vainas es su contenido de
metabolitos secundarios como: taninos condensados e hidrolizables, saponinas,
alcaloides, terpenos, fitatos, hemoglutininas, aminoacidos toxicos como:
canavanina y mimosina, glucésidos cianogénicos, cumarina y flavonol (Sepulveda-
Vazquez et al., 2018).

Los metabolitos secundarios tienen efecto contra larvas y garrapatas adultas
(Rosado-Aguilar et al., 2010) y propiedades anti-metanogénicas. Esta propiedad es
por las saponinas, taninos, aceites esenciales, compuestos organosulfurados y
flavonoides (Patra y Saxena, 2010), pues reducen las emisiones de metano (CHa)
en rumen (Cardona-lglesias et al., 2016). Ademas, cantidades moderadas de
taninos condensados producen efectos benéficos sobre el metabolismo de las
proteinas en rumiantes, ya que reducen su digestién en rumen e incrementan la
absorcion de aminoacidos en el intestino delgado reduciendo a su vez la
presentacion del timpanismo (Marquez y Suarez, 2008). Asi mismo, los taninos
condensados, saponinas, glucdsidos y lectinas presentan actividad nematicida
reduciendo el impacto del parasitismo gastrointestinal (Sepulveda-Vazquez et al.,
2018).




El algarrobo (Samanea saman (Jacq.) Merr.) se extiende desde México hasta
América del Sur (Ojeda et al., 2012). Este arbol pertenece a la familia Fabaceae. Es
un arbol de gran tamafo (25 a 30 m), de copa amplia y dispersa en forma de
sombrilla con follaje plumoso, el troco es irregular y retorcido con un diametro de 55
cm, su corteza es rugosa, pardo grisacea oscura y arrugada, con lineas verticales.
Las hojas son compuestas, bipinnadas de 3-9 pares de hasta 1 cm de largo, raquis
piloso. Este florece entre enero y mayo dependiendo la zona geografica donde se
ubica; sus flores son pequefias, color rosa claro, hermafroditas, agrupadas en
umbelas, situadas al final de las ramas (Milian-Dominguez et al., 2017a). Los frutos
son vainas alargadas de 10-22 cm de largo y 15-19 mm de ancho; al madurar se
vuelven cafés, contienen una pulpa seca, oscura, dulce y nutritiva rodeando de 5 a
10 semillas. La maduracion de estas vainas se produce entre febrero y mayo
(Cisneros, 2018; Milian-Dominguez et al., 2017a).

El rendimiento por arbol maduro en una temporada es de 200 a 250 kg de vainas
(Cisneros, 2018). Las vainas son palatables y con alto valor proteico para su uso
como suplemento alimenticio de rumiantes. Las semillas contienen pitecolobina; un
alcaloide toxico con propiedades abortivas. El contenido de PC de la vaina madura
oscila entre 14 y 18%, materia seca (MS) de 89.4% y 29.1% de FDN; el mesocarpio
carnoso contiene 32.6% de los azucares totales (Delgado et al., 2014). Cabe
destacar, el fruto contiene metabolitos secundarios como: taninos condensados,
saponinas, alcaloides, compuestos nitrogenados, entre otros, mismos que
modifican el ecosistema del rumen (Anantasook et al., 2015) y que disminuyen la
cantidad de protozoarios (Delgado et al., 2014). Los frutos molidos, por la presencia
de taninos condensados, se pueden utilizar como fuente natural de antimicrobianos
y antifungicos (Kumar et al., 2013). Las vainas se usan como suplemento proteico

para rumiantes en la regién del tropico seco (Delgado et al., 2014).

La parota (Enterolobium cyclocarpum (Jacq) Griseb.) se encuentra desde el oeste
y sur de México a traves de Centroamérica hasta el norte de Sudamérica
(Venezuela y Brasil). En México, se ubica en los estados de Guerrero, Jalisco,

Michoacan y otros (Rosales, 2018). Este arbol pertenece a la familia Fabaceae. La




parota es un arbol que mide hasta 30 m, su tronco es derecho a veces con pequefios
contrafuertes en la base, su corteza es de lisa a granulosa, de gris claro a gris
pardusco, su copa es hemisférica y de follaje abundante (Delgado et al., 2014). Las
hojas son bipinnadas, con 4 a 15 pares de pinnas opuestas, y miden desde 15 hasta
40 cm de largo. Las flores son pequefias cabezuelas pedunculadas axilares
hermafroditas. El fruto es una vaina circular indehiscente café de 7 a 15 cm de

diametro aplanada y enroscada, contiene de 10 a 15 semillas (Rosales, 2018).

La produccion de vaina por arbol al afio oscila entre 250 y 750 kg de vaina. Las
vainas maduras caen a la superficie del suelo entre los meses de marzo a junio (De
Luna-Vega et al., 2017; Pifeiro-Vazquez et al., 2013). La vaina es un alimento
palatable para los rumiantes y con alto valor nutricional, ya que, contiene
carbohidratos estructurales poco lignificados y altamente digeribles. La semilla
posee alto contenido de aminoacidos, las vainas contienen de 14 a 41% de PC,
60.5% de extractos libres de nitrégeno (Orocio et al., 2017), 28.3% de FDN y 20.4%
de fibra detergente acido (FDA) y 2.8 Mcal kg de energia metabolizable (Carbajal-
Marquez et al., 2019).

La vaina de parota es una alternativa que se utiliza como suplemento en la
alimentacion del ganado (Carbajal-Marquez et al., 2021), permite sustituir granos de
cereal y pastas de oleaginosas (Peralta et al., 2004). Ademas, por su riqueza en
taninos condensados (Molina-Botero et al., 2019) y saponinas disminuye la pérdida
de energia por CH4 y disminuye la poblacion de protozoarios (Albores-Moreno et
al., 2017). Asi mismo, es una alternativa para el control de nematodos parasitos, ya
que los taninos intervienen en funciones vitales de los nematodos afectando la
motilidad, la nutricion y posiblemente su reproduccion (Medina et al., 2014). La
inclusion de hasta 25% de vaina de parota como suplemento proteico para terneros
alimentados con forraje es una alternativa de alimentacion; sin embargo, su
inclusion de hasta 75% en un suplemento disminuye el consumo de MS por efecto

de los metabolitos que contiene (Carbajal-Marquez et al., 2021).

Estas especies de arboles se pueden catalogar como nutraceuticos debido a la

presencia de metabolitos secundarios tales como: taninos, flavonoides, etc.; los




cuales representan una alternativa para disminuir la incidencia de enfermedades
causadas por nematodos gastrointestinales (Lopez-Vigoa et al., 2017). Las vias a
través de las cuales los metabolitos secundarios contribuyen al control de los
nematodos gastrointestinales son: la disminucién en el nivel de ovoposicion del
parasito adulto, la afectacion en la eclosion de los huevos, alteracion en el
desarrollo, la motilidad y la muda en las larvas, y la disminucion en la viabilidad de
los parasitos adultos (Molan y Faraj, 2010; Olmedo-Juérez et al., 2016; Puerto et
al., 2014; Vargas-Magana et al., 2014).

Segun el estado larvario de los nematodos los metabolitos secundarios también
pueden afectar células intestinales en larvas desenvainadas o por el contrario la
cuticula y la hipodermis en larvas con vaina. Se sabe que la vaina y la cuticula de
larvas de nematodos se componen de proteinas ricas en prolina e hidroxiprolina,
aminoacidos por los cuales los taninos condensados muestran afinidad (Hoste
et al., 2012).




JUSTIFICACION

Un problema en el trépico es la produccion irregular de forraje debido a la
estacionalidad de la precipitacion, esto aunado a la baja calidad que presentan los
pastos (menos de 7% de PC; Avila-Serrano et al., 2020). Esto provoca bajos indices
productivos y reproductivos de los bovinos en este periodo (Villa-Herrera et al.,
2009). La produccién de bovinos en el tropico es principalmente en pastoreo, por lo
que, es necesario una suplementacién alimenticia (Rojas-Garcia et al., 2020). El
uso de recursos forrajeros como vainas de leguminosas arboéreas algarrobo y parota
son una opcidn para la elaboracién de suplementos por su contenido de nutrientes
y su disponibilidad durante la época de estiaje, ya que pueden mejorar el aporte de
energia y proteina que recibe el ganado bovino (Carbajal-Méarquez et al., 2019).

Las vainas de algarrobo contienen en promedio: FDN 34.37%, FDA 25.6%, Ce
4.29% y PC 14.24% y las de parota FDN 27.29%, FDA 20.40%, Ce 4.13% y PC
19.50% (Hernandez-Morales et al., 2018; Herrera-Pérez et al., 2021). Estudios
fitoquimicos indican que la vaina de algarrobo contiene metabolitos secundarios:
taninos condensados, saponinas, fenoles, alcaloides, carbohidratos y aminoacidos
libres (Milian et al., 2017b; Milian-Dominguez et al., 2017a); en cambio, la vaina de
parota contiene: esteroides, cumarinas, saponinas, taninos condensados,
alcaloides, fenoles y aminoacidos libres (Pizzani et al., 2006). Sin embargo, hay
poca informacién sobre el uso que le dan los productores de la region Costa Chica,
la produccion de vainas por arbol en la temporada, pocos resultados sobre su
calidad nutritiva, y escasa informacion sobre su potencial uso como desparasitante.
Por tanto, la identificacion y evaluacién de los recursos leguminosos arbéreos de
algarrobo y parota es importante, considerando que contienen metabolitos
secundarios y se requiere generar informacion para formular estrategias en la
produccion bovina tropical, que iria desde la elaboracién de suplementos hasta su
uso como antihelmintico, pasando por la estimacion de la produccion de vainas

maduras por temporada.




HIPOTESIS

La generacion de informacion sobre la produccion de vainas maduras por arbol,
identificacion del uso de estas por parte de productores, caracteristicas nutricionales
in vitro e in situ y su evaluacion nematicida permitirAn generar estrategias que

permitan su uso en la produccién bovina en el tropico seco.




OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar las vainas maduras de algarrobo y parota mediante la determinacion

de su produccion por arbol en la temporada, caracteristicas nutricionales in vitro e

in situ y la obtencion de extractos organicos y su capacidad nematicida, para

generar informacion que permita a los productores e investigadores tomar

decisiones sobre su uso en la produccion bovina tropical.

Objetivos especificos

T
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!'.E‘v
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Identificar el uso de los arboles de algarrobo y parota mediante la aplicacién

de encuestas a productores de la localidad de Cuajinicuilapa, Guerrero.

Estimar la produccion de vainas maduras por arbol mediante la recoleccion

completa de estas y variables dasométricas de arboles de algarrobo y parota.

Determinar el analisis bromatolégico de las vainas maduras de algarrobo y
parota.

Estimar la produccion de gases de efecto invernadero, la cinética de
fermentacién y las caracteristicas fermentativas in vitro de las vainas

maduras de algarrobo y parota.

Evaluar la digestibilidad y calcular los estimadores de la cinética de
digestibilidad in situ de los nutrientes de las vainas maduras de algarrobo y

parota.

Obtener extractos organicos de las vainas maduras de algarrobo y parota

para evaluar in vitro su capacidad nematicida.
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Resumen

Las muestras fueron vainas de algarrobo y parota. El objetivo fue recabar informacién de productores mediante
encuestas, estimar la produccion de vainas y variables dasométricas de los arboles, hacer analisis quimico
(materia seca, MS; proteina cruda, PC y fibra detergente neutro, FDN), evaluar in vitro ( produccion de biogas
y metano; degradacion de MS, DMSiv; PC, DPCiv; y FDN, DFDNiv a 72 h), determinar digestibilidad in situ
de MS (DMSis), PC (DPCis) y FDN (DFDNis) a 72 h y probar actividad nematicida de extractos organicos a
diferentes niveles de concentracién (2.5, 5, 10, 20 y 40 mg mL™?). El 95% de 42 encuestados, menciond los
arboles de algarrobo, parota y campeche como arboles de cerca viva, sombray alimento; 86% permiten que su
ganado consuma las vainas por si mismo. El &rbol de algarrobo produjo 1.28 veces mas vaina que el arbol de
parota. El contenido de MS, FDN, DFDNiv, DMSis, DPCis, DFDNis fue mayor en la vaina de parota; mientras,
la produccién de biogas fue mayor para la vaina de algarrobo (p < 0.05). El contenido de PC, produccién de
metano, DMSiv, DPCiv no presentaron diferencias entre vainas (p > 0.05). El extracto organico de la vaina de
parota no presentd diferencias en la mortalidad a diferentes concentraciones; en contraste, el extracto organico
de algarrobo mostrd la mayor mortalidad a una concentracién de 10 y 20 mg mL 2. El presente estudio permitira
complementar la informacion empirica de los productores, dados los resultados obtenidos en el analisis quimico,
ensayos in vitro e in situ como una alternativa para su inclusion en la planeacion estratégica de produccion de
rumiantes.

Palabras clave: alternativas nutricionales, antihelmintico, Enterolobium cyclocarpum, extractos metanolicos,
Samanea saman, usos y costumbres.

1. Introduccion

En la época de baja precipitacion en el trépico seco, la produccion de forrajes se limita y contiene alrededor de
70% de pared celular y 7% de proteina cruda (PC; Herndndez-Morales et al., 2018; Rojas et al., 2018). Esto
conlleva a la blsqueda de alternativas de suplementacién para cubrir los requerimientos nutricionales de
rumiantes. Por lo que, el uso de recursos forrajeros regionales como las vainas de leguminosas arbdreas,
representan una opcidn, dado su contenido de nutrientes y disponibilidad en la época de estiaje; aunado a la
reduccidn del uso de cereales y fuentes proteicas convencionales (Hernandez-Morales et al., 2018).

El arbol de algarrobo (Samanea saman Jacg. Merr) es nativo del tropico seco americano, se extiende desde
México y Centroamérica, hasta Venezuela y Colombia en América del Sur. El fruto de algarrobo es una vaina
alargada de 10 a 22 cm de largo y de 15 a 19 mm de ancho; al madurar fisiolégicamente se torna color café. En
su interior hay una pulpa seca y oscura que rodea de 5 a 10 semillas. La produccidn de vainas fisiol6gicamente
maduras se presenta de febrero a mayo, pero su méaxima produccién es en los meses de abril y mayo (Milian-
Dominguez et al., 2017). A nivel nutricional contienen hasta 16.08% de PC y 34.37% de fibra detergente neutro
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(FDN; Hernandez-Morales et al., 2018). Estudios previos in vivo, demostraron que la inclusién de 25% de vaina
madura de algarrobo en una dieta integral para corderos propicia una ganancia diaria de peso de 189 g d*
(Herrera-Pérez et al., 2021). Las vainas maduras de algarrobo contienen taninos, flavonoides, aminoécidos
libres de fenoles, alcaloides (Milian-Dominguez et al., 2017) glucésidos, esteroides, terpenoides, saponinas
(Moreno et al., 2021). El extracto metandlico de vaina de algarrobo presenta efecto antimicético contra
Colletotichum gloeosporioides (Moreno et al., 2021) y efecto antibacteriano y antimicdtico contra
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Candida albicans (Ukoha et al., 2011).

El arbol de parota (Enterolobium cyclocarpum Jacq Griseb) se distribuye desde México hasta el norte de
Sudamérica. El fruto de parota es una vaina en forma de oreja de 7 a 15 cm de diametro, es aplanada y enroscada
y contiene de 10 a 15 semillas. Las semillas que estan envueltas en una capa semifibrosa (Carbajal-Marquez et
al., 2019; Rosales, 2018). La produccidn de vainas fisioldgicamente maduras es entre los meses de abril a junio
(Pifeiro-Vazquez et al., 2013). Estas vainas contienen alrededor de 19.5% de PC y 28.38% FDN (Hernandez-
Morales et al., 2018). El uso de 25% vaina madura de parota en la elaboracién de suplementos para bovinos
aumenta la digestibilidad de los nutrientes; sin embargo, cuando se agrega 75% de esta vaina se reduce el
consumo de materia seca (Carbajal-Méarquez et al., 2021). La obtencién de extracto hidroalcohélico de vainas
de parota en ensayos in vitro mostro un efecto nematicida contra larvas L3 de Haemonchus contortus (Lopez
et al., 2015).

La hip6tesis es que la estimacion de la percepcion de los productores, la produccién de vaina, caracterizacion
nutrimental in vitro e in situ, asi como la obtencion de un extracto organico para una prueba piloto in vitro vs
nematodos permitira una caracterizacién de vainas fisiologicamente maduras de algarrobo y parota para su uso
en la alimentacién de rumiantes en el tropico. Por tanto, los objetivos fueron recabar informacién desde el punto
de vista de productores mediante encuestas, estimar la produccion de vainas y variables dasométricas (arboles),
evaluar la produccion de gas in vitro, digestibilidad in situ, andlisis quimico, actividad nematicida de extractos
orgénicos de vainas maduras de algarrobo y parota para su caracterizacion.

2. Materiales y métodos

2.1. Lugar de estudio

El presente estudio se realizo en tres lugares: a) las encuestas sobre el uso de las vainas maduras y su recoleccion
se realiz6 en la localidad de Cuajinicuilapa, Guerrero, México; b) el estudio nutricional se realizé en el
laboratorio de Nutricién Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 de la Universidad
Autonoma de Guerrero, ubicado en Cuajinicuilapa, Guerrero, México (16°08” N y 98°23” O) a 46 msnm; y C)
obtencién de extractos y prueba in vitro sobre evaluacion nematicida se realizé en el Centro Nacional de
Investigaciones Disciplinarias en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI) del INIFAP, ubicado en Jiutepec,
Morelos, México (18°04” N y 99°28” O) a 1350 msnm.

2.2. Entrevista a productores

La aplicacion de encuestas fue para identificar el uso de los arboles y vainas de algarrobo y parota en las
unidades de produccién. El disefio de la encuesta fue a) identificacion y uso de arboles en su unidad de
produccion; y b) uso de las vainas. Se realizé un muestreo no probabilistico denominado bola de nieve, es decir,
el primer encuestado fue el productor que tuviera en su unidad de produccién al menos arboles de algarrobo o
parota, o bien que indicara que ofrecia cualquiera de las vainas evaluadas en el presente estudio a sus animales.
Este productor, realizo el contacto con otro productor que presentara las mismas condiciones (Gonzalez et al.,
2018). En total se entrevistaron 42 productores de la localidad de Cuajinicuilapa, Guerrero, México. Esta fase
se realiz6 en los meses de noviembre y diciembre del 2022.

2.3. Produccidn de vainas y variables dasométricas

Las vainas fisiol6gicamente maduras de algarrobo y parota se recolectaron en la localidad de Cuajinicuilapa,
Guerrero. Esto se realiz6 entre los meses de marzo y junio de 2022. En una prueba piloto se seleccionaron al
azar ocho arboles de algarrobo y ocho de parota que estuvieran produciendo vainas (Tabla 1). La produccién
de vainas por arbol se determind segin Andrade et al. (2008); donde los arboles fueron cercados 3 m fuera del
perimetro de la copa y las vainas se recogieron manualmente cada tercer dia. Asi mismo, a los &rboles se
estimaron las variables dasométricas: a) edad segun el propietario del arbol; b) altura segin Velasco et al.
(2010), donde se utilizo la aplicacion de clinémetro forestal (version 1.6; iTech Desenvolvimentos) tomando la
altura a una distancia de 15 metros de la base del arbol; c) didmetro seguin Olivares-Pérez et al. (2011) y Velasco
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et al. (2010), donde se tomé la medicion a la altura del pecho (1.30 m sobre el suelo); d) area de proyeccion de
la copa segun Réves-Leonard et al. (2011), donde se tom6 la medicién del radio del circulo proyectado por la
sombra de la copa del arbol (4 direcciones) a medio dia.

Tabla 1.Geoposicién de los arboles de algarrobo y parota en la localidad de Cuajinicuilapa, Guerrero.
Leguminosa arbdrea Identificacion del &rbol Coordenadas

Algarrobo 1 16°28°34° N 98°25°44° W
Parota 2 16°28°34> N 98°25°42° W
Parota 3 16°28°38” N 98°25°45” W
Algarrobo 4 16°28°35> N 98°25°51” W
Algarrobo 5 16°28°24> N 98°25°32” W
Algarrobo 6 16°28°25> N 98°25°34” W
Parota 7 16°28°25” N 98°25°32” W
Parota 8 16°28°26°° N 98°25°37 W
Algarrobo 9 16°27°58> N 98°25°01” W
Algarrobo 10 16°27°57” N 98°24°59”° W
Parota 11 16°27°57” N 98°24°56”° W
Parota 12 16°27°56” N 98°24°56>° W
Algarrobo 13 16°28°28” N 98°24°39”° W
Algarrobo 14 16°28°27° N 98°24°39° W
Parota 15 16°28°50” N 98°24°51° W
Parota 16 16°28°54 N 98°24°50° W

Fuente: Google Earth, 2023.

2.4. Analisis quimico

Las vainas fisiologicamente maduras de cada arbol de algarrobo o parota se mezclaron y se obtuvieron 10 kg
de una muestra compuesta de cada vaina; mismas que se usaron para los analisis quimicos, in vitro e in situ.
Las muestras compuestas se deshidrataron en una estufa (FELISA® FE-293A, México) a 60°C y se determind
materia seca (MS; método 967.03) seglin AOAC (2005). Posteriormente, se molieron a un tamarfio de particula
de 1 mm. A las vainas de algarrobo y parota se determiné proteina cruda (PC; método 976.05), cenizas (Ce;
método 942.05) y extracto etéreo (EE; método 945.39) seglin AOAC (2005). La materia organica (MO) se
determind al restarle a 100 el porcentaje de cenizas. La fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente &cido
(FDA) se determinaron usando soluciones y bolsas ANKOM® Technology Method segin Van Soest et al.
(1991), adicionando a-amilasa para FDN con inclusién de cenizas residual en el calculo. El Extracto libre de
nitrégeno (ELN) se determind al restarle a 100 el porcentaje de PC, Ce, FDN y EE (3 muestras independientes).
El contenido de taninos totales (método fonil + pvpp; Makkar, 2003), taninos condensados (técnica de
vainillina; Price et al., 1978) y fenoles totales (técnica folin-ciocalteu; Singleton y Rossi, 1965) se determinaron
en el laboratorio de Nutricién Animal de la Universidad Autonoma de Yucatan, Yucatan, México.

2.5. Ensayo in vitro

El biodigestor (5 repeticiones independientes) fue un vial serolégico (120 mL) con 0.5 g de muestra de vaina
madura de algarrobo o parota, 40 mL de medio de cultivo anaerobio (5% de solucién mineral I, 5% de solucion
mineral 11, 5% de solucién buffer, 4% de solucién reductora, 0.1% de resazurina a 0.1%, 50.9% de agua
destilada y 30% de liquido ruminal clarificado) y 10 mL de fluido ruminal fresco como in6culo (Sénchez-
Santillan et al., 2020). La elaboracion de biodigestor fue bajo flujo de CO- para mantener condiciones de
anaerobiosis. El fluido ruminal fresco se obtuvo de dos bovinos con canula ruminal alimentados con pasto
pangolay ensilado de mango de desecho. Los biodigestores se colocaron en una incubadora (ECOSHEL 9082,
México) a 39 °C durante 72 h.

La produccion de biogas se midié a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 60y 72 h de incubacion por desplazamiento
de un émbolo de una jeringa de vidrio (50 mL; BD Yale®, Brasil). Estos valores se usaron para calcular los
estimadores de la cinética de produccion de biogés con el modelo de Gompertz: Y = A * {exp [-b*exp (-k*t)]}
donde: Y = volumen de biogas en el tiempo t (mL g de MS), A = potencial de produccion de biogas total
cuando t=co (mL gt de MS), K = tasa constante de produccién de biogas del material potencialmente degradable
(% h1), B = tiempo lag o eficiencia microbiana (h), t = tiempo de incubacion (Lavrenci¢ et al., 1997). Los
estimadores A, B y K se estimaron con un analisis de regresién no lineal, utilizando el procedimiento PROC
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NLMIXED de SAS Institute Inc (2011). La produccion de metano (CH4) se midi6 segun la metodologia de
Stolaroff et al. (2008); usando trampas de NaOH (2N), donde el CO, reacciona NaOH y produce Na,COs; por
lo que la produccion de CHq4 se consideraron los mL desplazados de la solucion NaOH (2N) a las 12, 24, 36,
48, 60 y 72 h de incubacion.

Las caracteristicas fermentativas se estimaron a las 12, 24, 48 y 72 h de incubacion: degradacion de la materia
seca (DMSiv), degradacién de fibra detergente neutro (DFDNiv) y degradacion de proteina cruda (DPCiv) se
determinaron por diferencia de peso (Hernandez-Morales et al., 2018) y conteo de bacterias totales con una
camara Petroff-Hauser a una amplificacién de 1000X en un microscopio de contraste de fases (Velabtm VE-
BC3, México) segun Sanchez-Santillan et al. (2020).

2.6. Ensayo in situ

En el ensayo in situ se usd una vaca (400 + 30 kg de PV) fistulada provista de una canula ruminal (4” @ interno,
Bar Diamond®, Parma, Idaho, USA). Cabe destacar, el ensayo se repitio dos veces. A la vaca se ofrecié 3%
del PV de alimento compuesto por 20% de suplemento (melaza 10%, urea 3%, minerales 3%, sal comun 3%,
soya 40% y maiz 41%) y 50% ensilado de mango de desecho y 30% de pasto pangola molido; ademés agua a
libre acceso. El animal recibi6 una adaptacién a la alimentacion por ocho dias antes de iniciar la prueba.

En bolsas de poli-seda a peso constante (10 cm x 20 cm con un poro promedio de 40 um) se colocaron 5 g de
vaina de algarrobo o parota. Las bolsas se sellaron con cinchos de plastico (100 mm de largo X 2.5 mm de
ancho). Las bolsas (triplicado) se incubaron en el rumen durante 0, 3, 6, 9, 12, 16, 24, 36, 48, 72 y 96 h (Rosero
y Posada, 2007). Las bolsas se sujetaron con cinchos a una cadena de hierro galvanizado (1.5 cm x 1 m); la cual
se fijé al tapon de la canula ruminal con un gancho de seguridad. La introduccion de las bolsas al rumen fue
inverso al tiempo de incubacidn para retirar simultaneamente todas las bolsas con residuo de vaina de algarrobo
o0 parota. Al termino de incubacion, las bolsas se enjuagaron inmediatamente con agua corriente fria hasta que
el agua de enjuague quedo clara (Peng et al., 2020). En cada tiempo de incubacion se tomaron 20 mL de fluido
ruminal para determinar pH, conteo de bacterias totales y protozoarios (Espinoza-Sanchez et al., 2020; Tabla
2).

Tabla 2. Condiciones del rumen durante los tiempos evaluados en la prueba de digestibilidad in situ

Hora pH Bacterias (células mL™) Protozoarios (células mL™)
0 6.15 6.13 x10° 3.98 x10°
3 6.25 5.75 x10° 5.88 x10°
6 6.50 4.35 x10° 4.68 x10°
9 6.70 4.90 x10° 4.85 x10°
12 7.20 4.70 x10° 5.48 x10°
18 7.05 4.98 x10° 5.78 x10°
24 6.85 5.78 x10° 7.58 x10°
30 6.75 5.25 x10° 4.80 x10°
36 7.00 5.73x10° 4.35 x10°
48 6.40 5.78 x10° 5.53 x10°
72 5.90 3.70 x10° 7.88 x10°
96 6.02 3.00 x10° 7.83 x10°
Promedio 6.56 5.00 x10° 5.71 x10°

Las bolsas con residuo se secaron a 55 °C por 72 h y se pesaron para determinar desaparicion de MS por
diferencia de peso. Los residuos de las bolsas de cada vaina por tiempo de incubacion se agruparon para obtener
una muestra compuesta. A las muestras compuestas se determin6 PC, FDN y FDA. Las digestibilidades in situ
de PC (DPCis), FDN (DFDNis) y FDA(DFDA.s) se determinaron como la diferencia en el peso del nutriente
antes y después de la incubacion ruminal (Peng et al., 2020).

Los estimadores de la cinética de digestibilidad in situ de MS, PC, FDN y FDA se calcularon mediante un
procedimiento de regresion no lineal, utilizando el procedimiento PROC NLIN de SAS Institute Inc (2011)
utilizando la ecuacién descrita por McDonald (1981): P = a + b [1-e°™]; donde: P = digestibilidad ruminal en
el tiempo t (%); a = la fraccidn digestible rapidamente soluble; b = la fraccion lenta o potencialmente digestible;
¢ = la velocidad a la que b se digiere; t = tiempo (h) de incubacion en el rumen. La fraccién indigestible (k) se
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calculd con la ecuacidn k = 100 - (a + b). La digestibilidad efectiva (DE) de MS, PC, FDN y FDA se estimd
utilizando la ecuacion descrita por @rskov y McDonald (1979): ED=a + [(b * ¢) / (c + kd)] donde: a, by c
como se describen anteriormente y kd = tasa de salida ruminal fija a 0.05%.

2.7. Ensayo in vitro nematicida

Una muestra de 500 g de vaina de algarrobo o parota se sometio a una extraccion por maceracion con metanol
puro. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente (28 °C) por 24 h. Posteriormente, la muestra se filtrd
por gravedad y el macerado se concentrd en un rotavapor (Laborota 4000-efficient Heidolph, Espafia) a 45 °C
y 90 rpm segln Montafiez-Palma et al. (2021). El extracto metandlico obtenido (Ext. MetOH) se seco al vacio
utilizando un liofilizador (Labconco, Kansas) y se almacen6 a una temperatura de 4 °C hasta su uso.

La produccion del nematodo L3 de Haemonchus contortus (cepa paraiso; donacion de la FMVZ-UADY) para
la prueba in vitro se obtuvo de un ovino Pelibuey macho de 3 meses de edad libre de parasitos. El ovino se
infectd con 350 larvas L3 kg PV-* segun lo descrito por Chan-Pérez et al. (2017). A los 21 d de infeccidn, se
recolectaron 40 g de heces directamente del recto del animal y con la técnica de McMaster se confirmo la
infeccion (Torres et al., 2015). Al confirmar la infeccidn, se recolectaron las heces con ayuda de una palangana.
En un recipiente pléstico se prepar6 un coprocultivo, las heces se humedecieron con agua corriente hasta una
consistencia semiliquida y se mezclaron homogéneamente con gomaespuma en proporcion 1:1, para permitir
aireacion y retener humedad en el coprocultivo, se incub6 a 27 + 2 °C por 7 d (Montafiez-Palma et al., 2021).
La recuperacion de las larvas fue usando la técnica del embudo de Baermann por 24 h. Una vez obtenidas las
larvas, se incubaron en NaClO (0.187%) por 8 min para desenvainarlas; a continuacién, se lavaron con agua
destilada y centrifugaron (Centrifuga CM-6MT, Estados Unidos) a 3500 rpm por 1.5 min (Vazquez-Bravo et al.,
2020).

La mortalidad de larvas L3 de H. contortus por efecto de los Ext. MetOH de vainas maduras de algarrobo y
parota se evalud en microplacas de 96 pozos (Corning™). En este ensayo se evaluaron 5 concentraciones de
Ext. MetOH de algarrobo y parota (40, 20, 10, 5 y 2.5 mg mL1); se us6 un control negativo buffer fosfato salino
(PBS; concentracion 1X) y un control positivo ivermectina antihelmintico comercial (concentracion 5 mg mL-
1). En cuatro pozos se colocaron 50 pL de una concentracion de Ext. MetOH de algarrobo o parota y 50 L de
una suspension acuosa que contenia 100 larvas L3 de H. contortus. Asi mismo, 4 pozos con control negativo y
4 con control positivo. La placa se incubé a 28 + 1 °C durante 72 h (Gonzalez-Cortazar et al., 2021). Al terminé
de la incubacion, se tom6 una alicuota de 10 pL de un pozo, se colocé en un portaobjetos y se realiz6 una lectura
en un microscopio optico (40x y 10x) para cuantificar el nimero de larvas vivas y muertas (10 repeticiones por
pozo). El porcentaje de mortalidad se calculd y ajustd mediante la férmula de Schneider-Orelli (Pineda-Alegria
etal., 2017) mortalidad (%) = (X grupo tratado - X control negativo / 100 - X control negativo) * 100.

2.8. Andlisis estadistico

La informacién de las encuestas se capturd en una base de datos de Microsoft Excel, donde se ordend y se
obtuvieron estadisticos descriptivos. La produccion de vaina arbol? y variables dasométricas (edad, altura,
didmetro y rea de proyeccién de la copa) se analizaron mediante un andlisis descriptivo y una correlacion entre
variables. En las variables quimicas, el ensayo in vitro y el ensayo in vitro para probar el efecto nematicida de
los extractos de vaina o parota se usé un disefio completamente al azar. Los datos se analizaron con el
procedimiento PROC GLM de SAS (SAS Institute Inc, 2011). Para la comparacion de medias se utilizo la
prueba de Tukey (p < 0.05). El disefio experimental para las variables del ensayo in situ fue completamente al
azar. El experimento se repitio una vez y los datos se analizaron como medidas repetidas con el procedimiento
MIX de SAS (SAS Institute Inc, 2011). Los promedios se ajustaron por minimos cuadrados para compararlos
con la prueba de Tukey (p < 0.05). El ensayo se analiz6 en un disefio completamente al azar. Cabe sefialar, en
la respuesta al aumento de la concentracidn de los extractos de las vainas maduras de algarrobo y parota contra
larvas L3 de H. contortus se realiz6 un andlisis de contrastes ortogonales. Ademas, se hizo una prueba de
correlacion de las variables dasométricas y las degradaciones in vitro vs in situ.

3. Resultados

3.1. Encuestas a productores

Los resultados muestran que 95% de los encuestados cuenta con cerca viva en sus potreros; de los cuales, los
arboles de algarrobo, parota, campeche (Haematoxylum campechianum) son los mas mencionados (Figura 1).
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Entre los beneficios que obtienen de los arboles es su uso como sombra (39% menciones) y alimento para el
ganado (25% menciones); donde los arboles de parota, algarrobo y mango (Mangifera indica) son los

principales usados para estos fines (Figura 2). El resto de los beneficios es su uso como postes (23%), lefia (9%)
y maderables (5%).
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Figura 1. Arboles usados como cerca viva en potreros
Fuente: Elaboracion propia con base en entrevista a productores.
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Figura 2. Arboles que los productores prefieren en su potrero
Fuente: Elaboracion propia con base en entrevista a productores.

De los productores encuestados, 95% tienen arboles de parota o algarrobo en su unidad de produccion. EI 90%
de ellos confirma que en la temporada de sequia se producen estos frutos y sus animales consumen
perfectamente las vainas que se producen. Asi mismo, ambas vainas son valoradas por su aporte nutricional
desde el punto de vista de los productores; siendo la vaina de algarrobo la que mejor aprecian, ya que 94% de

los encuestados clasificd su valor nutricional como alto o muy alto. En contraste, la misma calificacién para la
vaina de parota fue de 66% de las opiniones.

El 86% de los productores permiten que su ganado consuma las vainas de algarrobo o parota por si mismo. Sin
embargo, 12% de los encuestados utiliza una estrategia combinada, es decir, permite que el ganado consuma
las vainas directamente del suelo, pero en ocasiones recogen estas vainas, las muelen y preparan algdn tipo de

20



suplemento usando otros ingredientes como maiz, o pastas de oleaginosas. En contraparte, solo 2% de los
productores recogen y muelen las vainas. Cabe destacar, los productores mencionaron que hay comercializacién
de costalillas (40 kg) de vainas entre $50.00 y $100.00. Es importante resaltar, 100% de los productores
encuestados estan dispuestos a promover la conservacién de estos arboles en sus potreros por los beneficios que
obtienen para su ganado.

3.2 Produccidn de vainas y variables dasométricas

El arbol de algarrobo produjo 1.28 veces mas vaina que el arbol de parota. Los arboles de parota presentaron
en promedio mayor altura (10.5 m), diametro a la altura del pecho (25.1 cm), diametro de copa (25.3 m) y edad
(7.1 afos) todo ello en comparacion a los arboles de algarrobo (Tabla 3).

Tabla 3. Produccion de vainas maduras y variables dasométricas de leguminosas arbéreas

N  Media Sd Min Max
Algarrobo
Vaina producida (kg MS arbol?) 8 87.3 47.9 43.9 190.8
Altura (m) 8 135 2.1 10.6 17.2
Diémetro a la altura del pecho (cm) 8 90.5 24.9 45.5 124.1
Copa (m) 8 583 14.0 33.7 75.9
Edad (afios) 8 23.5 9.9 7.0 32.0
Parota
Vaina producida (kg MS arbol™?) 8 6738 23.7 39.9 110.3
Altura (m) 8 24.0 4.5 17.4 28.9
Diametro a la altura del pecho (cm) 8 115.6 26.2 78.0 156.9
Copa (m) 8 836 13.0 69.4 103.5
Edad (afios) 8 306 11.1 15.0 50.0

N = nimero de muestras; Sd = desviacion estandar; Min = minimo; Max = maximo.

3.3. Analisis quimico

El contenido de PC y EE no mostraron diferencias entre vainas (p > 0.05). El contenido de MS, Ce, FDN, FDA
y hemicelulosa de la vaina de parota fue 2.86, 33.22, 29.72, 30.19 y 28.83% mayor que la vaina de algarrobo
(p < 0.05). La vaina de algarrobo presentd 1.11 'y 21.59% méas MO y ELN que la vaina de parota (p < 0.05). El
contenido de fenoles totales de la vaina de algarrobo fue 5% mayor que para la vaina de parota; en contraste, el
contenido de taninos totales y taninos condensados de la vaina de parota fue 1.0 y 2.6 veces mas que la vaina
de algarrobo (Tabla 4), respectivamente.

Tabla 4. Andlisis quimico de vainas maduras de algarrobo y parota

Variable (%) Algarrobo Parota p-valor
Materia seca 89.34 91.90 0.0264
Materia organica 96.78 95.71 0.0002
Cenizas 3.22 4.29 0.0002
Proteina cruda 15.51 15.45 0.9413
Fibra detergente neutro 28.60 37.10 0.0003
Fibra detergente &cido 17.85 23.24 0.0093
Hemicelulosa 10.75 13.85 0.0183
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Continuacién Tabla 5. Anélisis guimico de vainas maduras de algarrobo y parota

Variable (%) Algarrobo Parota p-valor
Extracto etéreo 0.52 0.27 0.5033
Extracto libre de nitrogeno 52.15 42.89 0.0036
Fenoles totales* 2.1 2.0 -
Taninos totales* 1.07 1.08 -
Taninos condensados* 0.03 0.08 -

*No se realizé analisis de varianza

3.4. Ensayo in vitro

La produccién acumulada de biogas a las 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h de fermentacion la vaina de
algarrobo present6 17.86, 39.02, 37.5, 41.58, 37.59, 25.23, 18.93, 9.27, 3.43 y 2.73% mayor produccion de
biogas que la vaina de parota (p < 0.05;

Figura 3). En contraste, la produccién acumulada de CH, en los diferentes tiempos de incubacién no present6
diferencias entre vainas (p > 0.05; Figura 4), promediando 51.61 mL g* MS a las 72 h.
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Figura 3. Produccién acumulada de biogas in vitro hasta las 72 h de vainas maduras de algarrobo y parota
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Figura 4. Produccién acumulada de metano in vitro hasta las 72 h de vainas maduras de algarrobo y parota

La DMSiv de la vaina de algarrobo y parota a diferentes tiempos de fermentacién presentaron su maximo
potencial a las 48 h (p < 0.05); ya que la DMSiv a las 48 y 72 h en cada vaina no mostré diferencias (p > 0.05).
Ademaés, la vaina de algarrobo mostr6 30.00 y 10.51% mayor DMSiv a las 12 y 24 h que la vaina de parota (p
< 0.05; Tabla 6). Ambas vainas presentaron la mayor DFDNiv a las 72 h (p < 0.05); asi mismo, la vaina de
algarrobo present6 109.79 y 16.83% mayor DFDNiv que la vaina de parota a las 12 y 24 h de fermentacion (p
< 0.05); en contraste, la vaina de parota mostré 95.07 y 122.28% mas DFDNiv a las 48 y 72 h, que la vaina de
algarrobo (p <0.05; Tabla 6). La DPCiv a diferentes tiempos de fermentacion dentro de cada vaina, mostr6 que
la vaina de parota presenta el mayor potencial de degradacién ruminal a las 48 h, mientras que la vaina de
algarrobo fue a las 72 h (p < 0.05). Sin embargo, en cada tiempo de fermentacion no se mostr6 una diferencia
en la DPCiv entre vainas (p > 0.05; Tabla 6).

El conteo total de bacterias en el medio de cultivo no mostrd diferencias entre los tiempos de fermentacion (p
> 0.05) usando vaina madura de parota como sustrato. En cambio, cuando se usé la vaina de algarrobo como
sustrato, a las 24 h hubo 0.9 x10° células mL™* mas que a las 48 h (p < 0.05). Comparando las vainas como
sustratos, a las 24 h, la vaina de parota presentd 26.86% mas conteo total de bacterias que la vaina de algarrobo
(p <0.05;Tabla 6). Respecto a los estimadores de la cinética de produccion de biogas; el estimador A no mostro
diferencias entre vainas (p > 0.05); mientras que los estimadores K y B de la vaina de algarrobo fueron 0.08 y
0.49% mayores que en la vaina de parota (p < 0.05; Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas fermentativas de la prueba in vitro y cinética de fermentacion de vainas maduras de

algarrobo y parota

Tiempo (h) Algarrobo Parota
Degradacion de materia seca (%)
12 51.56 Ca 39.66 Cb
24 57.06 Ba 51.63Bb
48 70.32 Aa 71.78 Aa
72 70.95 Aa 72.54 Aa
Degradacidn de fibra detergente neutro (%)
12 7.28 Da 3.47 Db
24 20.13 Ca 17.23Cb
48 33.30Bb 64.96 Ba
72 40.26 Ab 89.49 Aa
Degradacidn de proteina cruda (%)
12 50.38 Da 48.21 Ca
24 57.35 Ca 58.03 Ba
48 73.54 Ba 74.15 Aa
72 77.63 Aa 77.14 Aa
Conteo total de bacterias (células mL™)
12 4.08x10° Ba 4,78 x10° Aa
24 4.28 x10°Bb 5.43 x10° Aa
48 5.18 x10° Aa 5.77 x10° Aa
72 4.18 x10°Ba 5.33 x10° Aa
Cinética de produccion de gas
A (mL g MS) 249.29 251.14
K (% h'?) 0.15a 0.07b
B (h) 2.45a 1.96 b

a,b = Medias con distinta literal minGscula en una misma fila, indican diferencias (p < 0.05).

A,B,C,D = Medias con distinta literal maydscula en una misma columna, indican diferencias (p < 0.05).

A = potencial de produccién de biogas total cuando; K = tasa constante de produccion de biogas del material

potencialmente degradable; B = tiempo lag o eficiencia microbiana.

3.5. Ensayo in situ

La DMSis a las 24 h y sus estimadores a, b, k, ¢ y ED no mostraron diferencias entre vainas (p > 0.05); en
contraste, la DMSis a las 48 y 72 h de la vaina de parota fue 2.70 y 3.33% mayor que la vaina de algarrobo (p
< 0.05; Tabla 7). La digestibilidad in situ de PC a 24, 48, 72 h y estimador b de la vaina de parota fue 2.90,
2.11, 2.09 y 68.69% mayor que en la vaina de algarrobo (p < 0.05); en contraste, la vaina de algarrobo en los

estimadores a, k y ED fue 16.01, 25.38 y 1.62% mayor que la vaina de parota (p < 0.05; Tabla 7).
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Tabla 7. Digestibilidad y cinética de digestibilidad in situ de los nutrientes de vainas maduras de algarrobo y

parota

Variable Algarrobo Parota p-valor
Materia seca
24 (%) 79.06 78.54 0.1291
48 (%) 80.49 82.67 0.0033
72 (%) 81.20 83.91 0.0014
a (%) 68.15 70.95 0.7105
b (%) 7.78 5.91 0.5614
k (%) 24.07 23.14 0.8526
c (%) 0.08 0.08 0.8677
ED (%) 72.43 74.54 0.7321
Proteina cruda
24 (%) 87.42 89.96 <0.0001
48 (%) 88.25 90.12 0.0007
72 (%) 88.42 90.27 0.0010
a (%) 71.15 61.33 <0.0001
b (%) 17.60 29.69 <0.0001
k (%) 11.26 89.80 0.0055
c (%) 0.11 0.11 0.7123
ED (%) 83.12 81.79 0.0002
Fibra detergente neutro
24 (%) 49.88 58.96 0.0002
48 (%) 52.80 65.13 0.0001
72 (%) 53.67 66.57 <0.0001
a (%) 29.24 20.37 0.0553
b (%) 24.33 47.48 <0.0001
k (%) 46.42 32.16 0.0003
c (%) 0.09 0.08 0.6803
ED (%) 44.37 48.12 0.3932

a = fraccion digestible rapidamente soluble; b = fraccién lenta o potencialmente digestible; ¢ = velocidad a la
que b se digiere; k = fraccién indigestible; ED = digestibilidad efectiva con una tasa de paso de 0.05% h™.
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Continuacion Tabla 8. Digestibilidad y cinética de digestibilidad in situ de los nutrientes de vainas maduras
de algarrobo y parota

Variable Algarrobo Parota p-valor
Fibra detergente acido
24 (%) 46.08 47.75 0.0757
48 (%) 43.60 54.12 0.0005
72 (%) 45.45 56.54 0.0003
a (%) 24.06 17.71 0.2286
b (%) 20.79 42.56 <0.0001
k (%) 55.14 39.73 0.0017
c (%) 0.09 0.06 0.1156
ED (%) 37.12 38.63 0.7146

a = fraccidn digestible rapidamente soluble; b = fraccidn lenta o potencialmente digestible; ¢ = velocidad a la
que b se digiere; k = fraccion indigestible; ED = digestibilidad efectiva con una tasa de paso de 0.05% h.

La DFDNis de la vaina de parota a las 24, 48, 72 h y b fue 18.20, 23.35, 24.03, 231.5% mayor que la vaina de
algarrobo (p < 0.05). El estimador k en la vaina de algarrobo mostré 14.26 % més que la vaina de parota (p <
0.05). Los estimadores a, ¢ y ED no presentaron diferencias entre vainas (p > 0.05; Tabla 7). La DFDAIs a las
24 h, asi como los estimadores a, ¢ y ED no presentaron diferencias entre vainas (p > 0.05). Sin embargo, la
DFDAIs a las 48 y 72 h, asi como b de la vaina de parota fue 24.12, 24.40 y 104.71% mayor que la vaina de
algarrobo (p < 0.05). La vaina de algarrobo present6 38.78% mayor k que la vaina de parota (p < 0.05; Tabla
7).

3.6. Evaluacion in vitro nematicida

El Ext. MetOH de vaina de parota no present6 ningun efecto ortogonal (p > 0.05) en la mortalidad de larvas L3
de H. contortus (Tabla ). Sin embargo, presenté mayor mortalidad de larvas L3 a una concentracién de 40 mg
mL* (Tabla). En contraste, el Ext. MetOH de vaina de algarrobo mostro efecto lineal en la mortalidad de larvas
L3 de H. contortus a medida que se increment6 la concentracion del extracto (p < 0.05; Tabla ).

Tabla 7. Mortalidad de larvas L3 de H. contortus a las 72 h post confrontacién con extractos metanélicos de
vainas maduras de algarrobo y parota

Tratamiento Concentraciones (mg/mL)  Mortalidad larvas (%) SD
Control negativo 1X 0.0¢ 0
Control positivo 5 100.02 0
25 4.03 4.20
5 33.21¢% 9.29
Ext. MetOH de algarrobo 10 72.55b 13.96
20 51.66 8.40
40 13.51 ¢ 9.21
2.5 26.03 cde 13.24
5 32.44 e 7.26
Ext. MetOH de parota 10 35.73 12.09
20 40.37¢ 15.68
40 49.52 bed 5.67

abcdefy/alores con distinta literal indican diferencias (p < 0.05).
Ext. MetOH = extracto metandlico; SD = desviacion estandar
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Tabla 8. Contrastes ortogonales de extracto metandlico de vainas maduras de algarrobo y parota contra larvas
L3 de H. contortus

Extracto metandélico Contrastes ortogonales
Lineal Cuadrético Cubico
Algarrobo 0.0049 < 0.0001 0.0438
Parota 0.0737 0.3736 0.8024
4. Discusion

Es importante destacar que las leguminosas arboreas no se evaltan en la misma medida que las leguminosas
herbaceas, por lo que se puede considerar a las leguminosas arboreas subexplotadas en el ambito agropecuario
(Dubeux et al., 2017). El presente estudio planted el objetivo de caracterizar las vainas maduras de algarrobo y
parota, incluyendo los arboles y la opinién de los productores que conocen las vainas; pasando por una
determinacion de su contenido quimico y la evaluacién de fermentacion ruminal en condiciones in vitro e in
situ; ademas de la obtencién de extracto organico metandlicos para su evaluacion nematicida in vitro. Esta
generacion de conocimientos es importante porque regularmente los estudios de este tipo de vainas se incluyen
como parte de suplementos (Albores-Moreno et al., 2017; Carbajal-Marquez et al., 2021; Delgado et al., 2014)
o dietas integrales (Amankwah et al., 2022; Gutiérrez-Oviedo et al., 2022; Herrera-Pérez et al., 2021; Pifieiro-
Vazquez et al., 2013); y pocas veces son estudios exclusivos de las vainas (Barrientos-Ramirez et al., 2015;
Hernandez-Morales et al., 2018). Por lo que la caracterizacién de las vainas maduras de algarrobo y parota del
presente estudio genera informacion Util para la planeacion estratégica de su inclusidn en la dieta de rumiantes,
particularmente en la época de sequia de la regién y el uso potencial de sus metabolitos secundarios en el &rea
de la salud animal.

4.1. Encuesta a productores

El primer paso es conocer la opinién de los productores y de su experiencia empirica con el uso de las vainas
en sus unidades de produccion. Esto porque el conocimiento empirico es importante, ya que ellos tienen vision
mas completa de la interaccidn entre el animal y las vainas de algarrobo y parota. De modo que el uso de los
arboles identificados en las unidades de produccion es multipropésito, ya que son usados como cercas vivas,
sombra o alimento. Olivares-Pérez et al. (2011) reportaron en un estudio de usos de los &rboles no leguminosos
en sistemas silvopastoriles del sur del estado de México, que 29% de los productores los usan como cercas
vivas, 36% los usa como sombra y 64% mencionaron que sus animales consumen follaje y frutos. En general,
los usos identificados en el presente estudio coinciden con lo reportado por Abraham et al. (2022); quienes
mencionaron el uso de nueve especies arbéreas y arbustivas, destacando el género Acacia para su uso en
nutricién, postes, lefia, carbén, medicina tradicional, cercas y alimentacién de abejas.

En general, los arboles mencionados en el presente estudio (15 especies mencionadas) coinciden con la
vegetacion de la zona, pues tienen adaptacion a las condiciones climaticas de la region. Es importante destacar,
que los arboles de interés en el presente estudio fueron los de mayor importancia para los productores; ya que
estos son usados en la época de estiaje, principalmente sus frutos, que son utilizados para la alimentacion del
ganado. Situacién similar a lo publicado por Olivares-Pérez et al. (2019); quienes mencionaron que los arboles
Guazuma ulmifolia (66.7%) y Crescentia alata (52.2%) en el sur del Edo. de México son valoradas por su
potencial forrajero, donde los frutos son el componente morfolégico que favorece la ganaderia. Los productores
generalmente permiten que el ganado consuma los frutos directamente; o los recolectan, muelen y combinan
con otros ingredientes para formular empiricamente un suplemento. Abraham etal. (2022) reportaron la
relacion entre disponibilidad de 21 especies de arboles y arbustos forrajeros leguminosos y la preferencia de
distintas especies animales en el Sur de Etiopia; la mayoria de las especies identificadas fueron valoradas
positivamente en la alimentacion de cabras y ovejas, pero los bovinos comen principalmente las hojas de las
especies menos espinosas, vainas y frutos. Ademas de que algunas especies se usan para alimentar ganado con
un proposito Unico. De modo que, los productores tienen una idea de como usar las vainas, pero requieren de
datos que les permitan tomar decisiones para planear una estrategia de alimentacion considerando la
incorporacion de dichas vainas.

4.2 Produccion de vainas y variables dasométricas

La relacién de la copa con el diametro del tronco en el algarrobo fue 64.4 veces, sin embargo, en el arbol de
parota fue de 72.3 veces, por lo que parota requiere mayor cantidad de energia para mover los nutrientes y agua
en toda la copa (Duarte-Vargas et al., 2021). Esto coincide con la correlacion positiva entre copa y altura (r =
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0.68716; p = 0.0033) del estudio general de los arboles del presente estudio. La altura promedio del arbol de
algarrobo fue 23.1% de la longitud de la copa, mientras en parota fue 28.7%; esta relacion es importante porque
este disefio biofisico tiene que ver con la produccién de vainas, ya que favorecen la intercepcion de luz. De
modo que, estas caracteristicas dasométricas permiten analizar cuantitativamente este tipo de leguminosas
arboreas. El analisis de correlacién mostré que la produccién de vainas no present6 (p > 0.05) una correlacion
con las variables dasométricas. Correlacion que no coincide con lo reportado con Duarte-Vargas et al. (2021),
ellos encontraron que la produccion de vainas de Senna spectabilis se relacioné con el didmetro y volumen de
la copa.

La asignacion de los recursos para la formacion y desarrollo de las vainas es poco estudiada, comparado con la
movilizacién de nutrientes a partir de otras estructuras de los arboles. Asi mismo, las fitohormonas y efectos
pleiotrépicos influyen en el desarrollo de las vainas; ya que estas son capaces de almacenar nitrégeno y carbono
para la produccion de las semillas que contengan proteinas, lipidos y almidones; por lo que se considera un
sumidero de nutrientes durante su desarrollo (Bennett et al., 2011). Aguirre et al. (2021) publicaron valores
inferiores de edad (5-6 afios), altura (6.6 m), didmetro del tronco (15.7 cm) y produccion de vaina (20.5 kg MS
arbol) en arboles de Samanea saman en el oriente de Cuba; dichos valores pueden ser consecuencia de la edad
de los érboles; ya que hay 17 afios de diferencia y eso repercutid en los valores dasométricos y produccion de
vainas en ambos estudios. Olivares-Pérez et al. (2011) reportaron en arboles de parota del sur del Estado de
México valores menores en altura (12.5 m) y didmetro (48 cm) de tronco al presente estudio; mientras, en el
estado de Jalisco, publicaron valores menores en altura (17.3 m) y diametro del tronco (167 cm), asi como
valores superiores de produccion de vaina (696 kg arbol™) al presente estudio en arboles de parota (Luna-Vega
etal., 2017).

4.3. Andlisis quimico

La determinacion de la composicion quimica es vital para comprender las propiedades nutricionales de los
ingredientes del alimento (Selim et al., 2022). Las vainas contienen hasta 69% de carbohidratos (Armijo-Najera
etal., 2019) representando una fuente de energia. En el proceso de maduracion de las vainas se depositan
concentraciones de fibra lignificada para dar soporte a las semillas, lo cual se asocia con el contenido de lignina,
celulosa y hemicelulosa (FDN; Pérez-Gil et al., 2014). El contenido de metabolitos secundarios de las vainas
es importante, ya que en altas concentraciones (> 3%) fungen como factores antinutricionales (Armijo-Najera
et al., 2019) provocando astringencia reduciendo el consumo de MS (Portela-Diaz et al., 2022); pero en bajas
concentraciones mejoran la degradacion de nutrientes a nivel ruminal (Olivares-Pérez et al., 2019).

Respecto a los resultados obtenidos en el presente estudio, Olivares-Pérez et al. (2019) reportaron valores
inferiores de PC (13.55%), FDN (13.85%) y FDA (13.85%), asi como valores superiores de MO (95.79%),
fenoles totales (2.82%) y taninos condensados (7.17%) para vainas maduras de parota de la region Tierra
Caliente, Guerrero. Ademas, Luna-Vega etal. (2017) publicaron valores superiores de ELN (60.45%), EE
(1.29%), MS (96.13%), MO (95.75%), PC (22.90%) y FDA (31.28%) e inferiores en Ce (4.25%), FDN
(34.58%) y hemicelulosa (3.30%) para vainas maduras de parota en la localidad Chacala, municipio de Cabo
Corrientes, Jalisco. Herndndez-Morales et al. (2018) reportaron valores superiores de PC (16.08% PC), FDN
(34.37%), FDA (25.06%) y Ce (4.29%) para vainas de algarrobo colectadas en el municipio de Cuajinicuilapa,
Guerrero. Delgado et al. (2014) publicaron valores superiores de Ce (3.66% ), PC (16.68%), FDN (36.87%),
FDA (29.05%) y EE (5.6%), ademas inferiores en MS (63.70%). De modo que, el valor nutricional de las vainas
fisiologicamente maduras de algarrobo y parota varian segun las condiciones edafoclimaticas durante su
produccion, asi como fertilidad, pH y tipo de suelo, concentracién de humedad; asi también la edad de las vainas
al momento de la cosecha y la variabilidad genética en la misma especie (Armijo-Najera et al., 2019).

4.4. Ensayo in vitro

Las metodologias in vitro en la investigacion de nutricion animal sirven para disminuir el uso de animales,
tiempo y costo experimental (Vinyard y Faciola, 2022). La técnica de produccion de biogés in vitro permite
identificar de manera indirecta la fermentacion de los carbohidratos solubles y de la pared celular por
microorganismos ruminales (Sanchez-Santillan et al., 2015); ya que los gases producidos (CH4 y CO3) se
derivan principalmente de la fermentacion de los carbohidratos que contienen los sustratos, pues la produccion
de gas de las proteinas, lipidos y grasas se consideran insignificante (Amanzougarene y Fondevila, 2020). En
general, la fermentacién de la vaina de algarrobo produjo 78.8% del biogés total, en las primeras 24 h; mientras,
que cuando el sustrato fue la vaina de parota, se produjeron 64.6% del biogas en las primeras 24 h. Esto indica
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que las vainas contienen una gran cantidad de carbohidratos solubles, dado que en las primeras 24 h se
fermentan los carbohidratos no estructurales (Torres-Salado et al., 2018). Lo cual coincide con los contenidos
de ELN de las vainas evaluadas en el presente estudio (Tabla 4).

Esta misma técnica, permite diferenciar entre el contenido de CH. y CO- porque son los principales gases
producidos a partir de los productos finales de la fermentacion, pues el resto de los gases producidos se
consideran trazas (Amanzougarene y Fondevila, 2020). De tal manera, la produccion de CHs a las 72 h
representd 21.7 y 25.1% del gas total producido por la vaina de algarrobo y parota. Torres-Salado et al. (2018)
reportaron que la produccion de CH4 represent6 18.8 y 17.0% del gas producido por la vaina de algarrobo y
parota; valores inferiores al presente estudio. Rojas-Garcia et al. (2020) publicaron que el CH4 represent6 37.7%
del gas total producido a las 72 h en un suplemento elaborado con 50% de vaina de parota y 50% harina de
cascara con pulpa de calabaza; valores superiores al presente estudio. Estas diferencias se asumen al contenido
de metabolitos secundarios de las vainas y la cantidad disponible durante el proceso de fermentacién in vitro;
dado que los taninos forman complejos con enzimas microbianas o paredes celulares e inhiben microorganismos
metandgenos y actividad anti-protozoaria, principalmente ciliados (Cardoso-Gutiérrez et al., 2021; Ku-Vera
et al., 2020). Asi mismo, Olivares-Pérez et al. (2019) publicaron valores inferiores de gas in vitro en vainas de
parota a 96 h de fermentacion (185.3 mL g MS); Oca et al. (2011) mostraron una produccion menor de gas
(175 mL g'* MS) en vaina de parota a 72 h de fermentacion; y Juarez et al. (2013) reportaron valores inferiores
en vainas de algarrobo fermentados por 48 h (197.0 mL g MS).

La DMSiv a diferentes tiempos de incubacion permiten diferenciar la cantidad de nutrientes solubles que
contiene las vainas; de tal manera que los valores de DMSiv a 12 y 24 h (Tabla 6) indican que la vaina de
algarrobo contiene mas nutrientes solubles (Muro et al., 2017) que la vaina de parota; pero la vaina de parota
contiene nutrientes potencialmente degradables por accién de microorganismos ruminales (Tabla 6). De modo
que, en el caso de la DFDNiv, la vaina de algarrobo contiene dos veces méas contenido de FDN soluble que la
parota a las 12 h de fermentacion; pero la vaina de parota contuvo 86.02% de FDN degradable por
microorganismos ruminales, o sea 2.2 veces mas que la vaina de algarrobo (32.98%; Tabla 6). En el caso del
nutriente proteina, dados los valores de DPCiv a los diferentes tiempos de fermentacién (Tabla 6), su contenido
de proteina soluble y degradable por microorganismos ruminales no presentd diferencia entre las vainas
evaluadas. Por lo que, el nutriente FDN se considerd el factor determinante de los nutrientes solubles y con
potencial degradable por microorganismos ruminales entre las vainas fisiologicamente maduras de algarrobo y
parota. Valores inferiores en DMSiv (57.62%), DFDNiv (11.83%) y DPCiv (31.10) a las 48 h de incubacién se
reportaron en vainas de algarrobo colectadas en Gannavaram, India (Kishore et al., 2017); asi como valores
inferiores en DMSiv (39.8%) a las 72 h de incubacidn se reportaron en vainas de parota colectadas en Estado
de México, México (Oca et al., 2011).

El conteo de bacterias totales en el medio de cultivo después de los periodos de fermentacién se realiz6 para
determinar si hubo un efecto de los metabolitos secundarios en la poblacién de las bacterias ruminales (Cardoso-
Gutiérrez et al., 2021; Ku-Vera et al., 2020), encontrando s6lo una diferencia entre los sustratos vainas a las 24
h y dentro de la vaina de algarrobo de las 24 a 48 h. Valores similares en conteo de bacterias totales a las 72 h
se reportaron en medios de cultivo usando como sustratos vaina de algarrobo (1.69x10° bacterias mL™) y parota
(1.67x10° bacterias mL™; Herndndez-Morales et al., 2018).

El uso de modelos matematicos sirve para describir fendmenos bioldgicos, y en nutricién animal se usan para
ajustar la produccién de gas in vitro (da Silva et al., 2021). El modelo de Gompertz permite inferir que la vaina
de algarrobo presenté una tasa de produccion de gas del material potencialmente fermentable (B) del doble,
pero fue mayor el tiempo que tardaron los microorganismos en colonizar el sustrato (K) lo que dio como
resultado que las vainas no presentan diferencias en el potencial maximo de produccién de gas (A). Valores
inferiores para A (179.7 mL g* MS) y B (1.03 h) y similares para K (0.06 % h'!) se reportaron en una cinética
de produccion de gas a 96 h de fermentacién con vainas de parota colectadas en Altamirano, Guerrero, México
(Olivares-Pérez et al., 2019); asi como valores inferiores para A (205 mL g* MS), K (0.06 % h'*) y B (0.00 h)
en vainas de algarrobo fermentadas por 96 h (Juarez et al., 2013); ademas valores inferiores para A (42.07 mL
g! MS), K (0.03 % h) y B (1.12 h) en vainas de algarrobo fermentadas por 96 h y colectadas en el mes de
mayo en Venezuela (Ojeda et al., 2012).
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4.5. Ensayo in situ

Al comparar las degradaciones in vitro (Tabla 6) e in situ (Tabla 7) del presente estudio se observo que los
valores de la prueba in situ son mayores, pudiendo deberse a alguno de los siguientes factores: a) la prueba in
vitro es un sistema cerrado; b) los productos de fermentacion del in vitro se vuelven tdéxicos a los
microorganismos usados como inéculo con el paso del tiempo de fermentacion; c) el ensayo in situ es un sistema
abierto que permite eliminar los productos de la fermentacién del sustrato al ser absorbidos en rumen; d) hay
menor manipulacién de los microorganismos en la prueba in situ; y €) hay microorganismos que a la fecha no
pueden cultivarse en laboratorio que estan presentes durante la prueba in situ. Sin embargo, ambas técnicas se
correlacionan; en el presente estudio la DMS (r = 0.67280; p < 0.0001) y DFDN (r = 0.63512; p = 0.0002)
presentaron una correlacién positiva. Sin embargo, una correlacién de dichas variables por vaina, indicaron que
la parota tuvo la misma tendencia que lo mencionado anteriormente; ya que la DMS presentd una correlacion
de 0.71408 (p = 0.0028) y la DFDN fue de 0.69185 (p = 0.0043). En contraste, la DPC de la vaina de algarrobo
mostr6 un coeficiente de correlacion positivo de 0.65722 (p = 0.0078) y la DMS de 0.74435 (p = 0.0015). Esto
indica, que las diferencias se asumen a los factores ya sefialados y a la misma técnica utilizada para las
determinaciones, pero ambas se pueden usar para predecir el comportamiento al momento de ser consumido
por el animal. Valores menores al presente estudio se reportaron en la DMSis a las 24 (70.5%), 48 (78.7%) y
72 h (73.6%) en vainas de mezquite (Prosopis spp) colectadas en el municipio de Zapotlan El Grande, Jalisco,
México (Montafiez-Valdez et al., 2021); asi como valores inferiores en la DMSis a las 24 (72.3%), 48 (75.7%)
y 72 h (76.4%) en vainas de espina de invierno (Faidherbia albida;Ahmed y El-Hag, 2004).

La cinética de la digestibilidad in situ permite conocer el comportamiento de los sustratos en su paso por rumen.
De modo que la vaina de algarrobo present6 un potencial de digestibilidad de 75.98% de la MS, de la cual
89.7% es material soluble y el resto es material potencialmente digerible a una tasa de 8%; mientras, la vaina
de parota mostr6 76.86% de potencial de digestibilidad, del cual 7.7% se digiere a una tasa también de 8%. En
el caso del nutriente FDN, el potencial de digestibilidad del algarrobo fue de 53.57%, donde 45.4% es el
nutriente potencialmente digestible a una tasa de 9%; en contraste, la vaina de parota contiene 70.0% de FDN
de potencial digestible a una tasa de 8%, situacion similar a lo descrito en la prueba in vitro. En el caso de la
PC, el potencial de digestibilidad es similar entre vainas, pero la vaina de algarrobo contiene mayor cantidad
de PC soluble y la vaina de parota contiene mayor PC potencialmente digestible, aunque la tasa de digestion en
ambas vainas es igual (Tabla 7). Valores inferiores en a (47.6%) y b (29.3%); asi como similares en ¢ (0.08) se
reportaron en los estimadores de digestibilidad de vainas de espina de invierno respecto al presente estudio
(Ahmed y El-Hag, 2004).

4.6. Ensayo nematicida in vitro

La obtencidn de extractos metandlicos de las vainas de algarrobo y parota permitieron establecer si el contenido
de sus metabolitos secundarios tenia efecto nematicida. En el caso de la vaina de algarrobo, una concentracion
de 10 0 20 mg mL* de extracto mostraron el mayor efecto nematicida, ya que promediaron 62.1% de mortalidad
de H. contortus, indicando que el contenido de los metabolitos secundarios con solubilidad en metanol
representa una alternativa para posteriores estudios en el rea de una sola salud en rumiantes. Efecto bactericida
(Staphylococcus aureus) y antifangico (Candida albicans) se reportaron de un extracto en hexano de vainas
frescas de algarrobo a diferentes concentraciones con una concentracion de 20 mg mL* (Ukoha et al., 2011),
concentracion que presentd el mayor efecto nematicida en el presente estudio; asi como un efecto
antimicrobiano de un extracto metandélico de vaina de algarrobo en concentraciones de 2.5 a 8 mg mL* (Hagan
et al., 2019); concentraciones similares evaluadas en el presente estudio.

En el caso del extracto de la vaina de parota, aunque se observaron diferencias numéricas, el andlisis estadistico
indicé que no hay diferencias en la capacidad nematicida usando de 2.5 a 40 mg mL™ de extracto, por lo que
no se presentd una relacidn entre la concentracion y la mortalidad larvaria (Tabla ); estos resultados coinciden
con Lépez et al. (2015); quienes publicaron que su extracto hidroalcohdlico de vainas de parota no presentd una
relacion directa entre la concentracion y la mortalidad larvaria. Cabe destacar, el presente ensayo fue piloto, por
lo que los valores encontrados no permitieron estimar concentraciones letales 50 0 90, y en el caso del extracto
de la vaina de parota presentaron mucha variabilidad; pero, si presentan un antecedente de su posible uso como
extractos con capacidad nematicida.

Se concluye que, el contenido de metabolitos secundarios y quimicos; asi como la degradacion in vitro e in situ
de nutrientes permite asumir que las vainas de algarrobo y parota representan una alternativa en la alimentacion
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de rumiantes para elaborar una planeacion estratégica en los sistemas de produccion bovina. Asi mismo, pueden
contribuir con la mitigacion de los gases de efecto invernadero producidos de la fermentacion ruminal (ensayo
in vitro) y la obtencion de extractos metanolicos para su uso como un antihelmintico natural (ensayo in vitro).
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CAPITULO 3

3.1. PRIMER CURSO-TALLER A PRODUCTORES

3.1.1. Resumen

El objetivo del taller fue enlazar al sector ganadero con el programa de posgrado de
Maestria en Produccién de Bovinos en el Trépico a través de un curso-taller de
transferencia de tecnologias aplicadas, en alternativas de suplementacion en
bovinos con recursos alimenticios de la regién Costa Chica del Estado de Guerrero
como las vainas maduras de algarrobo (Samanea saman). El taller de elaboracién
de blogues nutricionales (BN) con vaina de algarrobo se realiz6 en la expo ganadera
de Cuajinicuilapa, Guerrero; el dia 11 de marzo de 2022, en coordinacion con el
Honorable Ayuntamiento Municipal, al cual asistieron alrededor de 20 productores.
Durante el evento se explicé el beneficio de usar recursos regionales y la practicidad
de los BN. Se realiz6 una préactica de la elaboracién de los bloques. En conclusién
impartir este tipo de curso-taller hacia productores, permite a los mismos informarse
sobre los beneficios que tiene usar los recursos forrajeros de la region, tal es el caso
del uso de vainas de algarrobo, de este modo, aprendiendo la elaboracion de BN
los cuales son una alternativa viable para el ganado, pudiendo los productores
disminuir costos de produccion, pero no solo eso, sino que también cubrir los
requerimientos de su ganado y utilizar esta alternativa de suplementacion

principalmente en época de estiaje.

Palabras clave: Taller, bloque nutricional, leguminosas arboreas, algarrobo.

3.1.2. Introduccion

La disminucion de la productividad en los sistemas tropicales se asocia a la baja
calidad nutricional de los pastos (Vazquez-Mendoza et al.,, 2012) esto limita la
actividad ruminal originando bajas tasas de ganancia de peso en rumiantes. Debido
a la problematica que se enfrenta en los sistemas tropicales se buscan estrategias

para aumentar la digestibilidad de forraje y produccién animal, por lo anterior es
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importante la suplementacion en rumiantes con fuentes nitrogenadas (Rojo et al.,
2000).

El bloque nutricional (BN) es una alternativa de suplementacion para rumiantes en
forma sélida y compacta que suministra nutrientes y energia de manera lenta y con
un consumo regulado, mejora el ecosistema ruminal ayudando a una mejor
utilizacion de pasturas maduras y fibrosas. Las materias primas usadas son: melaza
(provee energia, saborizante y solidificante), urea (nitrdgeno no proteico), sales
minerales, cal viva (fuente de calcio y da la consistencia solida), vainas de
leguminosas arbéreas y pastas de oleaginosas (fuente de proteina) y subproductos
como pajas, bagazos y rastrojos (sirve como soporte de otros ingredientes; Tobia
et al., 2003).

Las vainas de leguminosas arbéreas contienen hasta 30% de proteina cruda, calcio,
fosforo, magnesio y cobre, fibra detergente neutro entre 18 y 62%, por lo tanto,
representan una fuente importante de nutrientes durante el periodo de estiaje en el
tropico, debido a la maduracién de estas que es entre febrero y mayo, pudiéndose
considerar la inclusién de estas vainas en suplementos o dietas para la alimentacion

de rumiantes (Hernandez-Morales et al., 2018).

3.1.3. Objetivos

Objetivo general

Ensefiar a los productores alternativas de suplementacion en bovinos con recursos
forrajeros de la region Costa Chica del Estado de Guerrero como las vainas
maduras de algarrobo (Samanea saman) a través de un curso-taller de transferencia

de tecnologias aplicadas.

Objetivos particulares
= Informar sobre las ventajas del uso que tienen las vainas maduras de

algarrobo.
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Aprovechar los recursos forrajeros de la region elaborando BN de vainas
maduras de algarrobo.

Transferir a productores la metodologia para la elaboracion de los BN con

!'.E‘v

vainas maduras de algarrobo.

3.1.4. Desarrollo de las actividades efectuadas

El taller de elaboracion de bloques nutricionales con vainas de leguminosas
arbéreas de la region Costa Chica del Estado de Guerrero para el ganado se realiz
en la expo ganadera de la localidad de Cuajinicuilapa, Guerrero; el dia 11 de marzo
de 2022. La coordinacion estuvo a cargo del H. Ayuntamiento Municipal, que preside
el MVZ. Edgardo Miguel Paz Rojas y representando a la MPBT, la estudiante
Brenda Karina Morales Campos.

Las actividades para el curso-taller se comenzaron dos dias antes del evento con la
molida de la vaina de algarrobo, posteriormente con la elaboraciéon de BN con la
finalidad de llevarlos de muestra, esto con ayuda de estudiantes de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 (jError! No se encuentra el origen de lar
eferencia.). Durante el evento la primera actividad que se realiz6 fue acomodar
todos los insumos que se iban a necesitar para la realizaciébn del taller,
posteriormente se entregaron tripticos a productores los cuales contenian toda la
informacion de la metodologia a desarrollar para la elaboracién de los BN con vainas

maduras de algarrobo (Figura 6).

Se prosiguié con la explicacion de los beneficios que tiene usar recursos
alimenticios de la regién como las vainas de leguminosas arbéreas y la practicidad
gue tiene esta alternativa de suplementacion al momento de proporcionar al ganado
(Figura 7). Posteriormente, de manera practica se explicaron los materiales
necesarios y la metodologia a seguir para la elaboracion de los BN. Se comenzo
con el pesaje de los insumos para elaborar 100 kg de BN: melaza 20 kg, urea 5 kg,
mezcla mineral 3 kg, sal comun 3 kg, vaina de algarrobo 18 kg, cal 10 kg, soya 10

kg, maiz 26 kg y pasto pangola 5 kg.
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Posteriormente, se explicé que se comienza agregando los insumos solidos: vaina
de algarrobo, soya, maiz, mezcla mineral, sal comun y el pasto pangola hasta
incorporar perfectamente todos los insumos (Figura 8); posteriormente, se explicd
gue se debe de deshacer los granulos de urea con un poco de agua, ya que se
disolvid, se debe de agregar a la melaza y revolver hasta homogenizar. Esta mezcla
de urea y melaza se vertio sobre los insumos solidos y se revolvié hasta tener una
mezcla homogénea de todos los insumos (Figura 9). Por ultimo, se agrego la cal y
se volvio a revolver la mezcla que ya se tenia hasta incorporar perfectamente este
insumo (Figura 10) y se recalco a los productores que la cal es el Ultimo insumo que

se agrega a la mezcla debido a la irritacién que esta provoca.

El dltimo paso, fue introducir la pasta en un molde previamente humedecido con
agua; el cual, se llen6 por completo y con un pisén y la participacion de los
productores se presiond. Posteriormente, en una superficie plana y limpia se
desmoldo el BN; se coment6 a los productores que se debe dejar secar el BN por
72 h al sol para que tome la consistencia sélida y para su conservacion bafar con

una lechada de cal y sal en relacion 3:1.

Al concluir el taller se aclararon todas las dudas que surgieron de los productores
(Figura 11). Los BN se repartieron con los asistentes como parte del curso-taller
(Figura 12), y se atendi6 una entrevista sobre los beneficios que tienen los BN y el

uso de leguminosas arboéreas en la nutricion animal (Figura 13).

3.1.5. Conclusion

Impartir este tipo de curso-taller hacia productores, permite a los mismos informarse
sobre los beneficios que tiene usar los recursos forrajeros de la region, tal es el caso
del uso de vainas de algarrobo, de este modo, aprendiendo la elaboracion de BN
los cuales son una alternativa viable para el ganado, pudiendo los productores

disminuir costos de produccion, pero no solo eso, sino que también cubrir los
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requerimientos de su ganado y utilizar esta alternativa de suplementacion
principalmente en época de estiaje.

3.1.6. Recomendaciones e implicaciones

Es complicado, pero no imposible que los ganaderos usen recursos de la region,
esto debido a la falta de asesoramiento en cuanto al valor nutricional y beneficios
de estos recursos. Asi mismo, la ausencia de asesoramiento de como incluirlos en
suplementos o dietas. Se recomienda el constante contacto entre la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 y la Maestria en Produccion de Bovinos en
el Trépico con los pequefios y medianos productores; ya que necesitan
asesoramiento en alternativas de alimentacion, no obstante, también se debe
prestar atencién a la parte de sanidad, reproduccién y genética para tener una
ganaderia rentable.
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3.1.8. Evidencias

Figura 5. Elaboracion Figura 6. Entrega de Figura 7. Explicacion de
de BN. tripticos. la importancia de usar
recursos regionales.

Figura 8. Insumos Figura 9. Ureay melaza Figura 10. Incorporacion
solidos revolviéndose. incorporandose a los de cal a los insumos

insumos solidos. sélidos.
¥l 1 R N '

Figura 11. Aclaraciébn de  Figura 12. Entrega de Figura 13. Entrevista
dudas. BN a productores como  sobre los beneficios que
parte del curso-taller. tienen los BN.
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3.2. SEGUNDO CURSO-TALLER A PRODUCTORES

3.2.1. Resumen

El objetivo fue transferir las tecnologias de forma aplicada al sector ganadero por
medio de un curso-taller sobre alternativas de alimentacién para bovinos en el
tropico enfocados en utilizar los recursos arbéreos de la regiéon Costa Chica del
Estado de Guerrero. El taller de alternativas de alimentacion para bovinos del trépico
se realizé en las instalaciones de la Asociacion Ganadera Local de San Miguel
Tlacamama, Oaxaca, el dia 24 de junio de 2023, en coordinacién con el presidente
de dicha asociacion el IAZ. Juvenal Santiago Castafieda y, como representante de
la Maestria en Produccion de Bovinos en el Tropico, la estudiante MVZ. Brenda
Karina Morales Campos. La asistencia al taller fue de 11 personas. Se impartieron
las platicas: evaluacion de sementales, elaboracion de bloques nutricionales y
elaboracion de suplementos granulados, se entregaron tripticos con la informacion
correspondiente a los temas impartidos, para finalizar con la parte practica de
elaboracién de bloques nutricionales y suplementos granulados. En conclusion,
impartir este tipo de curso-taller a productores permite la transferencia de
conocimientos a la sociedad, los cuales van desde ayudar a la seleccion de futuros
sementales, hasta la aplicacién de estrategias de suplementacién para el ganado;
principalmente, en temporada de estiaje, permitiendo una ganaderia rentable.

Palabras clave: Taller, bloques nutricionales, suplementos granulados, alternativas

alimentacion.

3.2.2. Introduccién

En México, la ganaderia es la actividad de mayor auge socioeconémico; ya que,
ademas de proporcionar alimentos, proporciona materias primas, siendo la actividad
mas diseminada en el medio rural (Martinez-Gonzalez et al., 2017). En regiones
tropicales, la alimentacion se basa en pastoreo, pero no se cubren los
requerimientos nutricionales en las distintas etapas fisioldgicas del animal. Por lo

tanto se tiene baja productividad (Montenegro, 2021); todo esto, aunado a la baja
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disponibilidad de recursos forrajeros principalmente en época de estiaje (Nufez-

Torres y Rodriguez-Barros, 2019).

Una alternativa ante esta problematica, es el uso de vainas forrajeras arboreas o
arbustivas, residuos pos-cosecha de cultivos agricolas y residuos de cultivos
tropicales que presentan buen contenido de nutrientes para incorporarlos en dietas
0 suplementos para la alimentacién de rumiantes (NUfiez-Torres y Rodriguez-
Barros, 2019).

3.2.3. Objetivos

Objetivo general

Transferir las tecnologias de forma aplicada al sector ganadero, por medio de un
curso-taller sobre alternativas de alimentacidbn para bovinos en el tropico;
enfocandose en utilizar los recursos arboreos de la region Costa Chica del Estado
de Guerrero. Ademas, la importancia en la eleccion de un buen semental bovino por

medio de su evaluacion fisica.

Objetivos particulares
= Dar a conocer los recursos arbéreos de la regiéon para la elaboracién de
suplementos y su aprovechamiento mediante la elaboracién de estrategias

de alimentacion.

!'.E‘v

Ensefiar a productores a elaborar un suplemento granulado y bloques

nutricionales como alternativas de alimentacion para ganado bovino.

!'.E‘v

Explicar los principales aspectos a tomar en cuenta para la seleccion de un

semental bovino.

3.2.4. Desarrollo de las actividades efectuadas
El taller de alternativas de alimentacion para bovinos del tropico se realizé en las
instalaciones de la Asociacion Ganadera Local de San Miguel Tlacamama, Oaxaca.

La fecha fue el dia 24 de junio de 2023. La coordinacién del taller estuvo a cargo
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del presidente de dicha asociacion IAZ. Juvenal Santiago Castafieda y MVZ. Brenda
Karina Morales Campos, estudiante de Maestria en Producciéon de Bovinos en el

Trépico. La asistencia al taller fue de 11 personas (Tabla 9).

Antes de dar inicio con el evento se realizo el registro de los asistentes (Figura 14).
Posteriormente, se inicid con la platica evaluacién de sementales. En ella se explico
a los productores las principales caracteristicas fenotipicas y estructuras
anatomicas a tomar en cuenta para la seleccion correcta de un semental. Asi
mismo, la necesidad de un examen androldgico con el fin de obtener un animal apto

para la reproduccion (Figura 15).

Tabla 9. Lista de asistencia de personas al curso-taller

Nombre completo Procedencia
ﬁ 71 LU MmO T

'y e $ a2 _"‘!QA
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Acto seguido, se realizaron las platicas de alternativas de alimentacion; para esto
se desarrollaron los temas elaboracién de bloques nutricionales y elaboracion de
suplementos granulados. En el primero, se explicd lo que es un bloque nutricional,
la practicidad de esta alternativa de alimentacion, las ventajas de utilizarlos y los
insumos que se pueden utilizar para su elaboracion como fuentes de energia
(melaza, granos de maiz y sorgo), nitrégeno no proteico (urea), proteina (pasta de
soya, pasta de ajonjoli, vainas de leguminosas arbéreas), minerales, sal comun y
cal, se repartieron tripticos a los productores con la informacion correspondiente de

como elaborar bloques nutricionales (Figura 16).

Asi mismo, se recalcé la importancia de utilizar un aglutinante como la cal para
aportar la dureza a los bloques y con esto poder utilizar de 5 a 10% de inclusién de
urea sin causar intoxicaciones a los rumiantes, y utilizar la sal comun para limitar el

consumo del bloque nutricional.

La dltima platica impartida fue la elaboracion de suplementos granulados, en ella se
comentd a los productores la importancia de la suplementacion; los objetivos que
tiene esta practica en la alimentacion de bovinos; y los tipos de suplementos que se
pueden elaborar como proteicos, energéticos, energéticos-proteicos y minerales.
Asi mismo, se repartieron tripticos; los cuales contenian algunos ejemplos de

suplementos (Figura 17).

Al terminar las platicas, se continud con la parte practica. Para esto, se inicié con la
elaboracién de suplementos granulados, donde se pesaron: melaza 5 kg, urea 0.75
kg, sal mineral 0.75 kg, vainas molidas de algarrobo 7.5 kg, pasta de soya 3.5 kg y

maiz molido 7.5 kg para realizar un total de 20 kg de suplemento (Figura 18).

Se prosiguio a colocar todos los insumos solidos en el suelo y se revolvieron para
hacer una mezcla homogénea; enseguida, se explicd a los productores que la
melaza tiene que diluirse con agua en relacion 2:1 para obtener una consistencia

menos espesa y poder incorporarla a los insumos solidos sin que se formen
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granulos de melaza por su densidad. Por lo que en una botella con orificios en la
parte inferior se vertid la melaza para esparcirla sobre la mezcla y con palas se fue
revolviendo hasta incorporar perfectamente la melaza y tener como resultado final

una mezcla homogénea (Figura 19).

Después se ensefid a los productores como elaborar bloques nutricionales, se
prepararon 25 kg de bloques (5 kg de melaza, 1.5 kg de urea, 0.75 kg de sal mineral,
0.75 kg de sal comun, 7.5 kg de vaina de algarrobo molida, 3.5 kg de pasta de soya,
2.5 kg de cal y 3.5 kg de maiz molido; Figura 20). Los insumos se pesaron y se
explico a los productores que se empieza revolviendo los insumos solidos (sal
mineral, sal comun, vaina de algarrobo molida, pasta de soya y maiz molido) a
excepcion de la cal y la urea. Enseguida, se mencioné que la urea se disuelve en la
melaza y ya disuelta se incorpora a los insumos sélidos. Por ultimo, se recalco que
la cal se agrega a lo ultimo por su efecto irritante y se revuelve perfectamente todo

hasta tener una mezcla homogénea (Figura 21).

Ya con la mezcla lista, se lubricaron los moldes con agua y se llenaron al tope, con
un apisonador se presiono la mezcla para compactarla y se voltio para desamoldar

los bloques, los cuales se repartieron con los productores (Figura 22).

3.2.5. Conclusién

Impartir este tipo de curso-taller a productores permite la transferencia de
conocimientos a la sociedad, los cuales van desde ayudar a la seleccion de futuros
sementales, hasta la aplicacién de estrategias de suplementacion para el ganado;
principalmente, en temporada de estiaje, permitiendo una ganaderia rentable.

3.2.6. Recomendaciones e implicaciones
Es necesario el continuo acercamiento con productores, ya que la mayoria de las
veces la falta de asesoramiento provoca carencias y problemas en la unidad de

produccion, con estos acercamientos se busca atender las necesidades que se
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puedan presentar por medio del asesoramiento tanto en la parte de nutricion,

sanidad y reproduccion.

3.2.7. Literatura citada
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3.2.8. Evidencias

Figura 14. Registro de Figura 15. Pléatica de Figura 16. Platica
asistentes. . .
evaluacion de elaboracién de bloques
sementales. nutricionales.

Figura 17. Platica Figura 18. Insumos para Figura 19. Aplicacién de
elaboracién de suplemento granulado. melaza a suplemento
suplementos granulados. granulado.

Figura 20. Pesaje de Figura 21. Revoltura de Figura 22. Entrega de

insumos para bloques insumos solidos con bloques nutricionales a

nutricionales. melaza y cal. productores.
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3.3. PRIMER ESTANCIA PROFESIONAL

3.3.1. Resumen

La estancia se realiz6 en el laboratorio del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI), perteneciente al Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en
Jiutepec, Morelos, México. La encargada del laboratorio y responsable directa de la
estancia fue la Dra. Liliana Aguilar Marcelino. La Estancia Profesional duré dos
meses, inicio el 01 de julio y terminé el 01 de septiembre del afio 2022. El objetivo
fue analizar extractos organicos de vainas de algarrobo y parota por medio de
pruebas in vitro contra nematodos (gastrointestinales y vida libre) y artropodos
(larvas de garrapatas), asi como detectar con técnicas cualitativas los principales
grupos de metabolitos secundarios. Dentro de las actividades se realizaron
extractos metanolicos de leguminosas arbéreas algarrobo y parota, pruebas in vitro
contra larvas L3 del nematodo Haemonchus contortus, pruebas in vitro de toxicidad
contra el nematodo de vida libre Panagrellus redivivus (poblacién mixta) y pruebas
colorimétricas para la deteccion de grupos de metabolitos secundarios. En
conclusidn, los extractos organicos de vainas de algarrobo y parota pueden ser una
alternativa sustentable y sostenible para su uso como desparasitante interno como
externo ya que su estudio in vitro mostré resultados alentadores, contra larvas L3
de H. contortus y larvas de R. microplus sin afectar los microorganismos benéficos
del suelo, asi mismo solo se encontraron solamente tres grupos de metabolitos

secundarios.

Palabras clave: Extractos, nematodos, metabolitos secundarios, pruebas in vitro.

3.3.2. Introduccién

En el territorio mexicano se estima que 60% de la superficie se aprovecha para
desarrollar ganaderia; especificamente la produccion de rumiantes. Esta es una de
las actividades mas diseminadas en diferentes sistemas de produccién (Martinez-

Gonzalez et al., 2017). En las regiones tropicales, la producciéon del ganado
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rumiante se obtiene principalmente a través del pastoreo (Lagunes-Rivera et al.,
2019).

Los rumiantes (bovinos) y los pequefios rumiantes (0vinos y caprinos) se exponen
a contraer diferentes infecciones, ya sean bacterianas, virales o parasitarias. Las
parasitarias pueden ser causadas por nematodos gastrointestinales, los cuales
resultan ser importantes en la ganaderia extensiva de climas tropicales y templados
(Reyes-Guerrero et al., 2021). La parasitosis en los animales disminuye la
produccion de carne, leche y lana; lo que se refleja en pérdidas econémicas a los
productores (Figueroa-Antonio et al., 2018; Rodriguez-Vivas et al., 2001). Uno de
los géneros mas importantes de parasitos en bovinos y ovinos es Haemonchus spp.
porque causa considerables pérdidas productivas (Munguia-Xéchihua et al., 2018)

El control de los nematodos gastrointestinales (NGI) es mediante antihelminticos
(benzimidazoles, imidazotiazoles y lactonas macrociclicas). Sin embargo, el uso
inadecuado de estos productos propicia que los parasitos presenten resistencia a
los antihelminticos (Kotze y Prichard, 2016). En la actualidad una alternativa para el
control de nematodiasis en rumiantes es el uso de metabolitos secundarios de
plantas (Chan-Pérez et al., 2017; Ortiz-Ocampo et al., 2021).

3.3.3. Objetivos

Objetivo general

Analizar extractos organicos de vainas de algarrobo y parota por medio de pruebas
in vitro contra nematodos (gastrointestinales y vida libre) y artrépodos (larvas de
garrapatas), asi como detectar con técnicas cualitativas los principales grupos de

metabolitos secundarios.

Objetivos particulares

2 Elaborar extractos organicos de vainas de algarrobo y parota.
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Evaluar los extractos organicos de vainas de algarrobo y parota por medio
de pruebas in vitro contra larvas L3 de Haemonchus contortus y larvas de
Panagrellus redivivus.

Evaluar los extractos organicos de vainas de algarrobo y parota contra larvas

!'.E‘z

de garrapatas Rhipicephalus microplus.

l:;‘.—-

Detectar por medio de pruebas colorimétricas cualitativas grupos de

metabolitos secundarios.

3.3.4. Desarrollo de las actividades efectuadas

Las actividades se realizaron en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria
en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI), del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicado en Jiutepec, Morelos, México.
La encargada del laboratorio fue la Dra. Liliana Aguilar Marcelino. La Estancia
Profesional duré dos meses, inicié el 01 de julio y termind el 01 de septiembre del
ano 2022.

Las actividades que se desarrollaron fue la elaboracion de extractos organicos de
leguminosas arblreas. Se utilizaron vainas maduras de Samanea saman y
Enterolobium cyclocarpum. Estas se sometieron a maceracion con metanol puro
(Figura 23), el extracto liquido se obtuvo con un rotavapor (Figura 24);

posteriormente, el extracto liquido se liofilizé en una liofilizadora (Figura 25).

En las pruebas in vitro se determind el efecto antihelmintico de los extractos
organicos liofilizados de vainas maduras de algarrobo y parota (Figura 26). Se
determino si el extracto posee toxicidad contra larvas L3 de H. contortus (Figura 27)
y nematodos de vida libre P. redivivus (Figura 28). En el caso de parasitos externos
se montd un bioensayo contra larvas de R. microplus (Figura 29) para determinar

las mismas variables que las evaluadas contra nematodos.

Para determinar los grupos de metabolitos de manera cualitativa presentes en los

extractos se realizaron pruebas colorimétricas (Figura 30). Los resultados mostraron
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gue los extractos organicos contienen flavonoides, saponinas y alcaloides (Figura
31).

3.3.5. Conclusion

Los extractos organicos de vainas de algarrobo y parota pueden ser una alternativa
sustentable y sostenible para su uso como desparasitante interno como externo ya
que su estudio in vitro mostré resultados alentadores, contra larvas L3 de H.
contortus y larvas de R. microplus sin afectar los microorganismos benéficos del
suelo, asi mismo solo se encontraron solamente tres grupos de metabolitos

secundarios.

3.3.6. Recomendaciones e implicaciones
Se recomienda continuar el estudio y evaluacion de extractos organicos de vainas
de algarrobo y parota en ensayos in vivo para enriquecer el estudio y llevar esta

alternativa sustentable al gremio ganadero.
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3.3.8. Evidencias

Figura 23. Maceracion Figura 24. Extracto en  Figura 25. Liofilizacion de
de las vainas con metanol rotavapor. extractos organicos de

puro. algarrobo y parota.

Figura 26. Pruebas in Figura 27. Prueba in Figura 28. Pruebas in
vitro con extractos vitro con extractos vitro con extractos
organicos de vainas de organicos de vainas organicos de vainas

algarrobo y parota. contra H. contortus. contra P. redivivus.

Figura 29. Bioensayo con Figura 30. Pruebas Figura 31. Extracto de
extracto de vainas contra colorimétricas a vaina de algarrobo con
larvas de R. microplus. extractos organicos de  presencia de flavonoides
vainas. y alcaloides.
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3.4. SEGUNDA ESTANCIA PROFESIONAL

3.4.1. Resumen

La estancia se realiz6 en el laboratorio de Nutricion Animal perteneciente al Cuerpo
Académico UAGro-CA-183 “Produccion Sustentable de Rumiantes en el Trépico”
en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 de la Universidad
Auténoma de Guerrero en Cuajinicuilapa, Guerrero. El encargado del laboratorio y
responsable directo de la estancia fue Dr. Paulino Sanchez Santillan. La Estancia
Profesional inicio el 9 de enero y terminé el 15 de febrero del afio 2023. El objetivo
fue instruir a jévenes de la licenciatura de Medicina Veterinaria y Zootecnia sobre
las técnicas de laboratorio comprendiendo el analisis bromatoldgico, la técnica de
degradacion in vitro y la técnica de digestibilidad in situ para la evaluacion de
alimentos destinados a la nutricion animal. Dentro de las actividades se ensefiaron
técnicas de laboratorio a estudiantes de medicina veterinaria y zootecnia como
determinacion de materia seca, cenizas, proteina cruda, fibra detergente neutro y
fibra detergente &cido, asi como la técnica de degradacion in vitro y la técnica de
digestibilidad in situ. En conclusién, realizar la estancia me permitié transmitir los
conocimientos adquiridos durante la maestria a jovenes de licenciatura; los cuales
mostraron gran interés, ya que son técnicas muy sencillas pero que aportan valiosa
informacién en su carrera profesional. Asi mismo, me permiti6 reforzar mis

conocimientos en el laboratorio de nutricion animal.

Palabras clave: Técnicas laboratorio, bromatolégico, in vitro, in situ.

3.4.2. Introduccién

Los alimentos estan compuestos por agua y otros compuestos que constituyen la
materia seca. La materia seca (MS) se conforma por componentes organicos
(materia organica; MO) e inorganicos (minerales). Esta composicion quimica de los
alimentos es importante aunado al consumo de materia seca y requerimientos
nutricionales del ganado. Los analisis en laboratorio que se realizan a los alimentos

son: materia seca, materia organica, digestibilidad de la materia seca (DMS),
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digestibilidad de la fibra detergente neutro (DFDN), proteina cruda (PC), fibra
detergente neutro (FDN) y acido (FDA), extracto etéreo (EE) y cenizas (Ce; Guaita,
2014).

El principal problema que enfrenta la ganaderia es la} obtencion de energia; ya que
esta es considerada el principal nutriente limitante. Por tal razén, es importante la
valoracion energética de los alimentos consumidos por rumiantes. La estimacion del
valor energético de los alimentos se puede estimar mediante técnicas in vitro e in
situ. La técnica de degradacion in vitro simula la degradabilidad del alimento en el
tracto digestivo del rumiante y se requiere de la preparacion de un medio de cultivo
que aporte las condiciones necesarias para que el inoculo que contiene

microorganismos ruminales se mantengan viables (Torres et al., 2009).

La digestibilidad hace referencia a la cantidad de alimento que desaparece en el
tracto digestivo (Giraldo et al., 2007). La técnica de digestibilidad in situ utiliza bolsas
sintéticas para medir la digestién de alimentos a nivel ruminal, ya que se puede
medir la digestibilidad aparente de la materia seca, fibra y nitrégeno y no requiere

de equipos o0 materiales como otras técnicas (Torres et al., 2009).

3.4.3. Objetivos

Objetivo general

Instruir a jovenes de la licenciatura de Medicina Veterinaria y Zootecnia sobre las
técnicas de laboratorio comprendiendo el analisis bromatol6gico, la técnica de
degradacion in vitro y la técnica de digestibilidad in situ para la evaluacién de

alimentos destinados a la nutricidén animal.

Objetivos particulares
< Ensefar a jovenes que cursan la licenciatura de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, la parte practica sobre el andlisis bromatolégico de alimentos

destinados a la nutricién animal.
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Ensefiar a jovenes que cursan la licenciatura de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, la parte practica sobre la técnica de degradacion in vitro empleada
para evaluar alimentos destinados a la nutricién animal.

Ensefiar a jovenes que cursan la licenciatura de Medicina Veterinaria y

!'.E‘z

Zootecnia, la practica sobre la técnica de digestibilidad in situ empleada para

evaluar alimentos destinados a la nutricion animal.

3.4.4. Desarrollo de las actividades efectuadas

Las actividades se realizaron en el laboratorio de Nutricion Animal perteneciente al
Cuerpo Académico UAGro-CA-183 “Produccion Sustentable de Rumiantes en el
Trépico” en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 de la Universidad
Auténoma de Guerrero en Cuajinicuilapa, Guerrero. El responsable directo de la
estancia fue Dr. Paulino Sanchez Santillan. La Estancia Profesional inicio el 9 de

enero y termind el 15 de febrero del 2023.

Las actividades que se desarrollaron durante la estancia fue la explicacion tedrica a
los jovenes sobre las técnicas que se emplean para realizar el analisis
bromatoldgico (Figura 32); el cual, consta de MS, Ce, FDN, FDA y PC. De manera
practica se realizaron las técnicas para determinar el contenido de PC, FDN y FDA

a muestras de leguminosas rastreras.

Para la técnica de PC, se ensefi6 a los jovenes el protocolo a seguir, comenzando
con el peso de la muestra (0.3 = 0.0010 g; Figura 33). Posteriormente, se realizo la
digestion de la muestra; donde se agregaron 3 mL de &cido sulfirico; se dej6
reposar por 24 h y se metieron a un digestor donde se subi6é la temperatura
gradualmente hasta llegar a 350 °C por 2 h 30 min. Transcurrido el tiempo, se bajo
la temperatura gradualmente hasta llegar a 50 °C (Figura 34). Una vez digeridas las
muestras se destilaron. El tubo que contenia la muestra digerida se coloco en un
destilador, se agrego hidréxido de sodio (50%); en un matraz que contenia 6 mL de

acido borico se recolecté el nitrégeno destilado hasta completar 30 mL de una
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solucion azul. Por dltimo, se titulé la muestra con &cido clorhidrico (0.1N), la cual

cambio de coloracion de azul a un rojo tenue (Figura 35).

Para realizar FDN, se comenz6 colocando las bolsas ANKOM en la estufa durante
24 h a 50 °C; transcurrido el tiempo se obtuvo el peso seco de la bolsa; se agregaron
0.5 + 0.0010 g de muestra. Las bolsas se sellaron y enseguida se hirvieron en una
solucién de FDN durante 1 h 10 min. Al termino se enjuagaron con agua corriente
(cada lavada por 10 min) hasta obtener el agua que contenian las bolsas
transparentes. Las bolsas se metieron a secar durante 24 h a 50 °C en una estufa,
pasado el tiempo se obtuvo el peso de la bolsa. Posteriormente, se hirvieron las
bolsas en una solucion FDA durante 1 h 10 min. Al termino se enjuagaron con agua
corriente (cada lavada por 10 min) hasta obtener el agua que contenian las bolsas
transparentes. Las bolsas se metieron a secar durante 24 h a 50 °C en una estufa,

pasado el tiempo se obtuvo el peso de la bolsa (Figura 36).

Ya que se les ensefid a los jovenes las técnicas de andlisis bromatoldgicos, se
prosiguio con los ensayos in vitro donde se comenzd por la teoria y enseguida se
ensefid a preparar las soluciones que se necesitan para el medio de cultivo. Se
explicé que debe contener solucion mineral |, solucién mineral Il, solucion buffer,
solucion reductora, resazurina, agua destilada y liquido ruminal (Figura 37). Se
realizd una prueba de degradacion in vitro donde se comenzd con el peso de la
muestra (0.1 = 0.0010 g) y se depositd en un tubo de ensaye, se agreg6é 8 mL de
medio de cultivo bajo flujo de CO: y se llevé a una incubadora a 39 °C. Al término
del tiempo de incubacion, se filtr6 el contenido con ayuda de una bomba de vacio
en papel Whatman, donde se recolect6 el material residual (Figura 38).

También se realiz6 ensayos in situ donde se explico el fundamento de la técnica y
se prosiguio con la practica. Para esto se enumeraron las bolsas que contenian la
muestra y se metieron a secar durante 24 h a 50 °C. Las bolsas se pesaron y se
agregaron 5 + 0.0010 g de muestra; la bolsa se sellé con un cincho de plastico. La

técnica inicié colocando las bolsas en una cadena de hierro galvanizado y fueron
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sujetadas con un cincho (Figura 39). Estas fueron introducidas en el rumen de una
vaca fistulada la cual tenia una canula ruminal (Figura 40). Al término de la
incubacion, las bolsas se metieron en agua con hielo donde se dejaron alrededor
de 10 miny enseguida se realizé el enjuague de estas en unos recipientes con agua,
ya que las bolsas se observaron sin particulas de alimento estas se trasladaron al
laboratorio donde se retiraron de la cadena y se les quitd el cincho para

posteriormente meterse a la estufa durante 24 a 72 h a 50 °C.

3.4.5. Conclusiones

Realizar la estancia me permitié transmitir los conocimientos adquiridos durante la
maestria a jovenes de licenciatura; los cuales mostraron gran interés, ya que son
técnicas muy sencillas pero que aportan valiosa informacion en su carrera
profesional. Asi mismo, me permitié reforzar mis conocimientos en el laboratorio de

nutricion animal.

3.4.6. Recomendaciones e implicaciones

Se recomienda continuar con la ensefianza a los jovenes sobre las técnicas de
analisis bromatoldgico, los ensayos in vitro e in situ; ya que, son fundamentales para
conocer sobre el valor nutricional de los alimentos, tanto para rumiantes como para
no rumiantes y de esta forma a los estudiantes resulte practico y benéfico. Ademas,
puedan poner en practica cuando cursen las materias como forrajes y nutricion

animal.
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3.4.8. Evidencias

Figura 32. Teoria a Figura 33. Pesaje de Figura 34. Teoriay
estudiantes sobre muestra para realizar la practica sobre la digestion
analisis bromatologicos. técnica de PC. de la muestra para PC.

Figura 35. Practica sobre  Figura 36. Realizacion Figura 37. Preparacion
la titulacion de la muestra FDN y FDA a muestras  de soluciones la técnica in

de PC. de pastos. vitro.

Figura 38. Técnica de Figura 39. Colocacion Figura 40. Introduccion

degradacion in vitro. de bolsas en cadena. de bolsas en rumen.
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3.5. TERCERA ESTANCIA PROFESIONAL

3.5.1. Resumen

La estancia se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia Pecuaria de la Universidad
Autonoma Chapingo. El encargado del laboratorio y responsable directo de la
estancia fue Dr. Luis Alberto Miranda Romero. La Estancia Profesional duré un mes
y 15 dias, inici6 el 16 de febrero y concluy6 el 31 de marzo del afio 2023. El objetivo
fue modificar la prueba de fermentacion in vitro para su realizacion en campo,
evaluando diferentes tamafos de viales y la actividad fermentativa de indculo
ruminal congelado a temperatura (O a 4 °C) en un refrigerador convencional. Las
actividades que se realizaron fue la evaluacion in vitro de liquido ruminal a diferentes
tiempos de congelacion, se probaron diferentes tamafios de viales para obtener la
ecuacion de regresion, se modifico la preparacion de la solucién mineral reducida y
se determinaron carbohidratos solubles en muestras de vainas de leguminosas
arbéreas. En conclusion, es viable utilizar liquido ruminal preservado hasta 5 dias
mediante congelacion en un refrigerador convencional sin que afecte la actividad
microbiana; sin embargo, implementar la prueba de fermentacion in vitro en campo
es aun un desafio, debido a las condiciones de anaerobiosis que se deben de

mantener para la buena actividad microbiana.

Palabras clave: Fermentacion, in vitro, liquido ruminal, viales.

3.5.2. Introduccion

La técnica de produccién de gas es actualmente muy usada para la evaluacion de
la fermentacién ruminal in vitro de alimentos para rumiantes (Rodriguez et al., 2017).
Esta técnica requiere de inoculo ruminal proveniente de un donador animal,
comunmente canulado en rumen, por rumenocentesis 0 a través de sonda esofagica
(Noro et al., 2013), lo cual dificulta su aplicacion como una técnica de analisis rapido

en campo (Cuervo y Correa, 2012).
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Diversas investigaciones se han enfocado al estudio de métodos de preservacion
del fluido ruminal como: deshidratacion, liofilizacion y congelacién (Texta et al.,
2019). La preservacion tiene como principal objetivo mantener la actividad
fermentativa lo mas parecido a la del fluido ruminal fresco (Arcos et al., 2004). La
importancia de implementar la técnica de fermentacion in vitro en campo es con el
fin de ofrecer una técnica rapida sin la necesidad de requerir un laboratorio para su

realizacion, ademas de no necesitar equipos especializados.

3.5.3. Objetivos

Objetivo general
Modificar la prueba de fermentacion in vitro para su realizacion en campo,
evaluando diferentes tamafos de viales y la actividad fermentativa de indculo

ruminal congelado a temperatura (0 a 4 °C) en un refrigerador convencional.

Objetivos particulares
% Evaluar in vitro el liquido ruminal congelado a diferentes tiempos (5, 10y 15
dias) en un refrigerador convencional (4 °C).

= Evaluar in vitro la solucién mineral modificada del medio de cultivo.

% Estandarizar las ecuaciones de presion para los viales de 30, 60y 120 mL.

3.5.4. Desarrollo de las actividades efectuadas

Las actividades se realizaron en el laboratorio de Microbiologia Pecuaria de la
Universidad Auténoma Chapingo. El encargado del laboratorio y responsable
directo de la estancia fue el Dr. Luis Alberto Miranda Romero. La Estancia
Profesional duré un mes y medio, inicié el 16 de febrero y termin6 el 31 de marzo
del afio 2023.

Las actividades fueron las siguientes: obtencién de liquido ruminal para su
preservacion, para esto se utilizd6 un bovino fistulado con céanula ruminal
perteneciente a la granja experimental del Colegio de Postgraduados. Cada 5 dias
se obtuvo liquido ruminal (2 L) (Figura 41), esto con el fin de tener tres tiempos de
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preservacion, cabe resaltar que el liquido ruminal no se filtré y fue congelado en un
refrigerador convencional a una temperatura de 4 °C en el laboratorio de

Microbiologia pecuaria.

Se realizaron pruebas de presion en viales de 30, 60 y 120 mL, para esto se les
agrego 20, 45 y 90 mL de agua y posteriormente se les inyectd los siguientes
voliumenes de aire 0, 1.25, 2.5, 3.75,5y 6.25; 0, 2.5,5,7.5,10y 12.5; 0, 5, 10, 15,
20y 25 respectivamente. La presion se midié con un mandémetro modificado (Figura
42). Esto se realizé para obtener la ecuacion de regresion correspondiente a cada
vial y poder correlacionar los viales de 30 y 60 mL con el vial de 120 mL con el fin
de poder utilizar un vial de menor capacidad al de 120 mL y de esta forma hacer

practico el manejo de los viales en campo.

Se mont6é una prueba de fermentacion in vitro para evaluar el liquido ruminal
congelado y también se utilizé in6culo seco (RumenphorteMR); los cuales fueron
comparados con liquido ruminal fresco, esta prueba también se utilizé para observar
si se podia acortar el tiempo de medicidén de biogéas, para esto se utilizaron los tres
tamafos de viales 30, 60 y 120 mL y tres sustratos de referencia maiz, alfalfa y una
dieta integral para vacas de ordefo. En los viales se agregaron 20, 45 y 90 mL del
medio de cultivo y 0.5, 0.25 y 0.125 g de un tipo de muestra, y 0.05, 0.025 y 0.020
g de indculo seco respectivamente para cada vial. Se metieron tres repeticiones y

tres blancos para cada tratamiento.

Para el medio de cultivo (1 L): soluciéon mineral | (68 mL), solucién mineral Il (68
mL), carbonato (45 mL), solucion reductora (18 mL), agua (701 mL) y liquido ruminal
(congelado y fresco) (100 mL). El liquido ruminal congelado se descongelé en un
bafio maria, donde se fue subiendo gradualmente la temperatura y se filtré con tres
capas de manta de cielo, los viales fueron llenados con el volumen correspondiente
de medio de cultivo bajo flujo continuo de CO2. Posteriormente, los viales se
metieron a un bafio maria a una temperatura de 39 °C. Los tiempos de medicion
fueron para el vial de 120 mL: 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48,66 y 72 h,
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para el vial de 60 mL: 0, 1, 2, 3, 4, 6,8 10, 12, 15, 18, 21, 24,30y 36 h y para el vial
de 30 mL: 0, 0.5, 1, 15, 2, 3,4, 5, 6, 7.5, 9, 10.5, 12, 15y 18 h, para medir la
produccion de biogas se utilizé un manémetro (Figura 43).

A los viales de 120 mL, cumplidas las 24 h se tomé 4 mL de medio de cultivo con
ayuda de una jeringa y se depositdé en un tubo Eppendorf que contenia 1 mL de
acido metafosférico a 20% (Figura 44); pasado las 72 h de incubacion, se realizo el
filtrado de los viales con ayuda de una bomba de vacio, depositando el contenido
en papel Whatman (Figura 45) el papel que contenia la muestra se metié a una
estufa a 45 °C durante 48 h.

Para montar la prueba in vitro en campo (este primer ensayo se realizé en el
laboratorio de Microbiologia Pecuaria) se utilizaron los resultados de las pruebas
anteriores. Asi, se us6 un vial de 30 mL; el inéculo fueron: fluido ruminal congelado
de 5 d y fluido ruminal seco. Los tiempos de medicién fueron: 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16,
20, 24, 30, 36, 42, 48,66 y 72 h. Para esto se preparé una semana antes el material
a utilizar (deshidratador, molino para café, coladera, bascula, charolas para pesaje,
viales 30 mL, jeringa 50 mL y 10 mL, espatulas, solucién salina, soluciones para el
medio de cultivo, mandmetro y bafio maria) (Figura 46). Los sustratos que se
utilizaron se obtuvieron de unos ovinos alojados en la granja de la Universidad
Autonoma Chapingo. Las muestras fueron alimento ofrecido, alimento rechazado y
heces (Figura 47) y se utilizé la dieta para vacas de ordefio que fue el sustrato de

referencia utilizado con anterioridad.

Los sustratos que se obtuvieron de los ovinos fueron secados en un deshidratador
durante 16 h y molidos en un molino para café. Un dia antes se prepar6 el medio de
cultivo, para esto se usé un suero salino (500 mL, con el fin de aprovechar el
recipiente donde viene); se retird la solucion salina, los mL correspondientes a las
demas soluciones que contiene el medio de cultivo y se le inyectd solucion mineral

| (34 mL), solucién mineral Il sin cloruro de sodio (34 mL) y carbonato (22.5 mL).
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Se pesaron 0.125 g de un tipo de muestra y a unos viales se les agreg6 0.020 g de
in6culo seco (RumenphorteMR) y la muestra correspondiente. Los viales se sellaron
con un tapon de goma y un arillo de aluminio; con una jeringa se extrajo el aire que
pudo haber quedado dentro al momento de sellarlos. El dia de la prueba se
consiguio liquido ruminal fresco, y en un bafio maria se metié a descongelar el
liquido ruminal (5 d) que con anterioridad se habia preservado. Ya descongelado el
liguido ruminal se filtr6 con tres capas de manta de cielo. Al suero que contenia las
demas soluciones se le inyect6 la solucidon reductora caliente; a los viales de 30 mL
se les inyectd 19 mL de soluciéon mineral reducida y 1 mL de liquido ruminal fresco

y congelado (5 d).

Los viales se metieron a bafio maria durante 72 h a 39 °C (Figura 48). Las
mediciones se realizaron con un manémetro. Asi mismo, dentro de las actividades
se determinaron carbohidratos solubles a las muestras de vainas maduras de
algarrobo y parota (Figura 49), para esto en un mortero se deposit6 0.040 g y se le
agrego 5 gotas de etanol al 80% y 1 mL de agua destilada, esto se macero y se filtré
con una bomba de vacio, el sobrenadante se pas6 a un matraz volumétrico (25 mL)

(esto se repiti6 tres veces), el sobrenadante se aforé con etanol al 80%.

Se tom6 un 1 mL del extracto y se le agregdé 1 mL de fenol al 5% y 4 mL de &cido
sulfurico, se esperd a que los tubos se enfriaran y se ley6 la absorbancia en un
espectrofotometro (absorbancia a 490 nandmetros). Para poder calcular los
miligramos de carbohidratos solubles en alcohol por gramo de materia seca, se
utilizé una ecuacion de regresion lineal para esto se realiz6 una curva utilizando una

solucién de glucosa.

3.5.5. Conclusién
Es viable utilizar liquido ruminal preservado hasta 5 dias mediante congelacion en
un refrigerador convencional sin que afecte la actividad microbiana; sin embargo,

implementar la prueba de fermentacién in vitro en campo es aun un desafio, debido
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a las condiciones de anaerobiosis que se deben de mantener para la buena

actividad microbiana.

3.5.6. Recomendaciones e implicaciones

Se recomienda modificar la preparacion de la solucibn mineral reducida para
conseguir la anaerobiosis que se necesita para la buena actividad microbiana, de
igual forma cuidar la forma de inoculacion de los viales para evitar la lisis de los

microorganismos.
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3.5.8. Evidencias

w3 T I

Figura 41. Obtencion de Figura 42. Medicion de Figura 43. Prueba de
liqguido ruminal. la presion de los viales. fermentacion in vitro viales

120, 60 y 30 mL.

S ), —

Figura 44. Medio de Figura 45. Filtrado de la  Figura 46. Material para
cultivo en acido muestra. prueba in vitro en campo.

metafosforico.

Figura 47. Obtencion de  Figura 48. Montaje de  Figura 49. Determinacion

muestras de heces de la prueba de de carbohidratos solubles.
ovinos. fermentacion in vitro
para campo.
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